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ADH: alcohol deshidrogenasa 
ADP: adenosina difosfato 
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EGS: ester etilenglicol disuccionato bis(sulfo-
N-succinimidyl)  
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EMSA: Electrophoretic mobility shift assays 
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GDP: guanosina difosfato 
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GO: ontología génica 
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MAPK: mitogen-activated protein kinase 
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NCBI: National Center for Biotechnology 
Informaton 
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rRNA: RNA ribosómico 
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RT: retrotranscripción 
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SAPK: stress-activated protein kinase 
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1.1. La expresión génica y su regulación en 
Saccharomyces cerevisiae  
 
La levadura como organismo modelo 
Tradicionalmente la ciencia ha hecho uso de los organismos modelo, que 
proporcionan a la investigación tanto un marco en el que desarrollar y optimizar métodos 
analíticos como una salida a las limitaciones éticas y experimentales existentes en algunos 
organismos de destino (Karathia y col., 2011). Por definición, un organismo modelo debe 
ser representativo de un grupo más grande de seres vivos, en cuyos fenómenos y procesos 
hay un interés general. En ese sentido, la levadura S. cerevisiae representa una excelente 
opción para el estudio de procesos biológicos esenciales en eucariotas.  
El hecho de ser un organismo unicelular, de rápido crecimiento y sencilla 
manipulación, con un genoma completamente secuenciado, y la posibilidad de trabajar con 
formas haploides del mismo, hacen de este un organismo ideal para poder llevar a cabo las 
aproximaciones experimentales pertinentes para analizar los principales procesos 
bioquímicos de eucariotas (Fields y Johnston, 2005). S. cerevisiae es usado como modelo 
de estudio de regulación de la expresión génica, transducción de señales, ciclo celular, 
envejecimiento, metabolismo, apoptosis y desordenes neurodegenerativos, entre otros. Pero 
a pesar de que el genoma completo de la levadura (con sus más de 6000 genes en 16 
cromosomas) fue secuenciado en 1996, y que aproximadamente el 30% de los genes 
codificantes de proteínas tienen homólogos en mamíferos (Botstein y col., 1997), gran parte 
de los genes de levadura permanecen sin función conocida, por lo que aún estamos lejos de 










Transmisión de la información genética en S. 
cerevisiae 
En Biología Molecular el concepto de identidad celular va estricta e 
indiscutiblemente ligado a los genes, que definen las particularidades de los organismos. En 
1953 Watson y Crick desvelaron la estructura tridimensional del DNA e identificaron su 
función como molécula responsable de la herencia. Poco después, al demostrarse que el 
DNA podía ser copiado, se postulaba el dogma central de la Biología Molecular, donde 
quedaba impreso el flujo de información en el proceso de expresión génica, desde el ácido 
nucleico a la proteína. 
Transcripción por la RNA polimerasa II 
Dentro del flujo de transmisión de la información genética, la transcripción es el 
proceso de síntesis enzimática de un RNA a partir de una secuencia de DNA 
complementaria. En eucariotas, la transcripción de genes que codifican proteínas es llevada 
a  cabo por la RNA polimerasa II (RNApolII), que selecciona el ribonucleósido trifosfato 
(rNTP) adecuado complementario a la plantilla de DNA, cataliza la formación del enlace 
fosfodiéster y se transloca a la siguiente posición, permitiendo la repetición de este ciclo la 
formación de la cadena de RNA. Superpuesto a este ciclo enzimático, la transcripción tiene 
una serie de etapas, inicio, elongación y terminación, en las que la RNApolII actúa junto 
con varios factores auxiliares que regulan y promueven el proceso de expresión génica 
(Perales y Bentley, 2009). 
Inicio 
En la etapa de inicio, la RNApolII se une al promotor y forma, junto con otros 
factores generales de transcripción (GTFs), el Complejo de Pre-Inicio (PIC) (Perales y col., 
2013).  
Los promotores de los genes transcritos por la RNApolII tienen un núcleo o core 
formado por la caja TATA (secuencia rica en A/T situada a unos 25-30 nucleótidos en 
posición 5’ respecto al sitio de inicio transcripcional) que es reconocida por la proteína de 







unión a la caja TATA (TBP) (Smale y Kadonaga, 2003) y un elemento iniciador (Inr),  rico 
en pirimidinas, que define y dirige un inicio de transcripción preciso (Breathnach y 
Chambon, 1981). Algunos genes no tienen caja TATA y poseen en su lugar otra secuencia 
que hace la misma función (el elemento GA, GAE, Seizl y col., 2011). Además de la caja 
TATA o GAE y del Inr, los promotores de levadura tienen otras secuencias y la 
combinación de ellas da lugar a una gran diversidad de promotores distintos. Todos estos 
elementos son secuencias características de DNA que hacen posible el correcto ensamblaje 
del PIC en el lugar adecuado del promotor.  
El ensamblaje empieza con la unión de la TBP (que conforma, junto a los Factores 
Asociados a TBP o TAFs, el factor de inicio TFIID), mediada por activadores 
transcripcionales  y en coordinación con la estructura global de la cromatina (Agalioti y 
col., 2002; Thomas y Chiang, 2006), tal como se muestra en la Figura 1.1. 
 
Figura 1.1. Modelo del ensamblaje y función del complejo de preinicio (PIC) durante la etapa 
de inicio de la transcripción. Los factores activadores de la transcripción dirigen al promotor la 
proteína de unión a la caja TATA (TBP). La RNApolII es reclutada al elemento iniciador Inr tras la 
unión de los factores TFIIA y B. El PIC se forma con la entrada de TFIIE y TFIIH, siendo este 
último el encargado de fosforilar la cola CTD de la RNApolII, lo que le permite iniciar su 









 Recientemente se ha descrito que también pueden intervenir en esta etapa el 
Mediador, complejo co-activador que hace de puente entre activadores y maquinaria basal 
de transcripción y está presente en la mayoría de promotores dependientes de RNApolII 
(Thomas y Chiang, 2006) y SAGA, complejo acetil-transferasa que se recluta en los 
promotores con caja TATA e interacciona con activadores, TBP y la histona H3 (Sikorski y 
Buratowski, 2009). Cuando TBP se une al DNA, se incorpora TFIIA y TFIIB, y 
seguidamente la RNApolII. La entrada de TFIIE y TFIIH completará el ensamblaje del 
complejo de preinicio (Thomas y Chiang, 2006). 
Una vez el PIC está formado, se produce la apertura de 11 a 15 pares de bases del 
DNA de doble cadena, de forma que una de las hebras se sitúa en el sitio activo de la 
polimerasa (Cramer, 2004) y la transcripción se inicia con la entrada de dos rNTPs y la 
formación del primer enlace fosfodiéster del RNA naciente. Para abandonar el promotor, 
los factores de elongación deben interaccionar con el dominio CTD de la RNApolII (Sims 
y col., 2004). El CTD es el dominio C-terminal de la subunidad mayor de la RNApolII, 
Rpb1, y está formado por 26 repeticiones en tándem del heptapéptido YSPTSPS (Allison y 
col., 1985; Corden y col., 1985; West y Corden, 1995; Eick y Geier, 2013). TFIIH debe 
fosforilar la serina en posición 5 de las repeticiones que incluye este dominio, y con la 
fosforilación, se reclutan las enzimas que introducen la caperuza al mRNA y finalmente la 
holoenzima puede salir del promotor (Thomas y Chiang, 2006).  
Elongación 
La elongación es el proceso en el que la RNApolII recorre la región codificante del 
gen, una vez iniciada la síntesis del RNA en el promotor, hasta formar el RNA mensajero 
completo.  
En una etapa temprana de la elongación, cuando el pre-mRNA naciente cuenta con 
22-25 nucleótidos, tiene lugar el proceso de capping o adición de la caperuza en el extremo 
5’ del transcrito naciente. Dicho proceso implica tres etapas enzimáticas: eliminación del 
extremo 5’-γ-fosfato del primer nucleótido, adición de una guanina monofosfato (lo que 
resulta en la formación de una caperuza de guanosina (GpppN)) y, finalmente, metilación 
de la guanina en posición N7 (m7GpppN). Es a partir de la adición de la caperuza en el 
extremo 5’ del RNA que se alcanza la fase de elongación productiva y la síntesis de RNA 







se produce a una tasa constante (Krogan y col., 2002; Shilatifard y col., 2003). La caperuza 
protege el mRNA de la degradación y promueve transcripción, poliadenilación, eliminación 
de intrones, exportación y traducción del mRNA (Topisirovic y col., 2011).  
El estado de fosforilación del dominio CTD (Figura 1.2) afecta a las distintas fases 
de actividad de la RNApolII y, junto a la adición de la caperuza, es también clave para 
alcanzar una elongación productiva. La fosforilación en Ser5 es necesaria para salir de la 
pausa en el promotor y se mantiene en la elongación durante las primeras decenas de 
nucleótidos, pero a medida que la polimerasa avanza a lo largo del gen esta fosforilación 
disminuye rápidamente y va aumentando la fosforilación en Ser2 del mismo dominio 
(Komarnitsky y col., 2000). La teminación se inicia con sólo Ser2 fosforilada hasta que las 
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Figura 1.2. Modelo del ciclo de la RNApolII durante la transcripción. A) RNApolII libre e 
hipofosforilada, no unida al DNA. B) Los factores generales de transcripción (GTFs) se ensamblan 
en el complejo de preinicio en el promotor, reclutándose la RNApolII y el complejo Mediador. C) 
Primera onda de fosforilación de las Ser5 y Ser7 del dominio CTD y reclutamiento de las enzimas 
encargados de adicionar la caperuza. D) Dinámica de fosforilación y desfosforilación del dominio 
CTD durante la fase de elongación. E) Eliminación gradual de las fosforilaciones de la cola CTD 
llevada a cabo por fosfatasas, y liberación de la RNApolII y del transcrito del DNA molde. Adaptado 
de Eick y Geyer (2013). 
Terminación 
La terminación de la transcripción requiere dos procesos distintos: la formación en 








corte del mRNA precursor y la adición de la cola poliA al grupo 3’OH generado, y la 
liberación de la RNApolII del DNA molde. Ambos procesos están íntimamente conectados 
y son igualmente fundamentales en la producción de un RNA mensajero funcional (Mischo 
y Proudfood, 2013). 
Exportación de mensajeros 
En eucariotas, transcripción y traducción ocurren en compartimentos subcelulares 
distintos. La biogénesis del mRNA tiene lugar en el núcleo y la traducción de éste a 
proteínas en el citoplasma, estando ambos procesos, por tanto, fisiológicamente separados 
por la membrana nuclear. Es por eso que el mRNA maduro sintetizado en el núcleo, y 
asociado a su vez con distintas proteínas (ribonucleoparticulas de mRNA, mRNPs), deberá 
ser exportado a través del complejo del poro nuclear (NPC) hasta el citoplasma (Strambio-
de-Castillia y col., 2010). 
Existen numerosas proteínas implicadas en el proceso de exportación, pero la que 
juega el papel más importante es el heterodímero Mex67-Mtr2 (Figura 1.3). Mex67 
promueve la unión de las mRNPs con la cesta del poro nuclear, vía la interacción 
secuencial de la propia Mex67 con las proteínas especificas del complejo del poro nuclear, 
llamadas nucleoporinas FG (Tutucci y Stutz, 2011; Rodriguez-Navarro y Hurt, 2011).  
 
Figura 1.3. Modelo de los principales factores implicados en la exportación al citoplasma del 
mRNA. El esquema muestra las interacciones físicas y funcionales del complejo THO de S. 
cerevisae con la RNApolII, factores de exportación del mRNA (Yra1, Sub2 y el heterodímero 
Mex67/Mtr2) y la maquinaria de procesamiento del extremo 3’ del mRNA (CFIA y CPF). Adaptado 
de Luna y col. (2012). 







Pero a pesar de que Mex67 tiene un papel esencial en la exportación del mRNA, no 
puede interaccionar directamente con el mensajero, y requiere de proteínas adaptadoras, 
como Yra1 o su redundante funcional Yra2 (Zenklusen y col., 2001; Lund y Guthrie, 2005) 
que, además de actuar como adaptadores, facilitan el reclutamiento de Mex67 a las mRNPs. 
También funciona como adaptador la proteína de unión a la cola poli(A) Nab2, que forma 
complejo con Yra1 y Mex67 (Iglesias y col., 2010) y el complejo THO, que ayuda al 
reclutamiento temprano y cotranscripcional de Yra1 para formar el complejo TREX que, al 
igual que TREX-2, hace posible el acoplamiento entre transcripción y exportación (Fischer 
y col., 2004). Finalmente, la proteína Npl3, implicada en el proceso de eliminación de 
intrones, es otro importante factor de exportación capaz de actuar como adaptador entre 
Mex67 y el mRNA (Gilbert y Guthrie, 2004).  
A pesar de que, tal como muestran las Figura 1.3 y 1.5, todos estos factores son 
reclutados co-transcripcionalmente a los transcritos nacientes, es la formación del extremo 
3’ del mRNA la que provoca la liberación de las mRNPs, el paso realmente crítico para que 
pueda tener lugar la exportación del mensajero al citoplasma. En ese sentido, la proteína 
esencial de unión a la cola poli(A) del mRNA, Pab1, es un elemento fundamental para 
conectar biogénesis de mRNA y exportación (Brune y col., 2005). 
Una vez formado el mRNA maduro, junto con sus proteínas, la mRNP será 
translocada a través del NPC al citoplasma gracias a la acción combinada de los factores de 
exportación y las nucleoporinas de la cesta del poro nuclear, que participan directamente en 
la unión, translocación y liberación al citoplasma de la mRNP (Zenklusen y Stutz, 2001). 
Traducción dependiente de caperuza 
Una vez que el mensajero es exportado al citoplasma, la traducción en los 
ribosomas representa la última etapa en el proceso de expresión génica, y hace posible la 
formación del proteoma desde la información genómica. 
Las características estructurales del mRNA son fundamentales en la traducción. 
Así, la caperuza en 5’ (m7GpppN) y la cola poli(A) en 3’ son motivos canónicos que 
promueven potentemente su inicio, y algunas estructuras secundarias, como las horquillas, 








Ribosome Entry Sequences) pueden desencadenar la traducción de forma independiente de 
la caperuza (Gebauer y Hentze, 2004).  
Al igual que la transcripción, la traducción (Figura 1.4) también se puede 
subdividir en tres etapas claramente diferenciadas, inicio, elongación y terminación, siendo 
también fundamental la fase de reciclado de ribosomas. 
 
Figura 1.4. Modelo del ensamblaje del ribosoma funcional 80S. Se indican las principales etapas 
del inicio de la traducción, así como los elementos reguladores más importantes. Adaptado de Liwak 
y col. (2012). 
El inicio de la traducción implica el posicionamiento de un ribosoma funcional 80S 
sobre el codón de inicio AUG. La subunidad pequeña del ribosoma, 40S, se une el extremo 
5’ del mRNA y escanea el transcrito en dirección 5’à3’ hasta identificar el codón de 
inicio. En ese momento, la subunidad grande ribosoma, 60S se une a la 40S en esa posición 
para formar el ribosoma competentemente catalítico 80S. 







Los factores de inicio de traducción (eIFs) 3, 1, 1A y 5 se ensamblan con la 
subunidad pequeña del ribosoma 40S (Figura 1.4), formando el Complejo Pre-Inicio (PIC) 
43S al unirse el Met-tRNAiMet iniciador. Por otro lado, el complejo formado por los factores 
eIF4B, eIF4F y eIF4H reconoce los mRNAs a través de la caperuza, mediante la 
interacción directa entre el factor eIF4E y dicha estructura (Figura 1.4). Otro componente 
de eIF4F, eIF4G, hace de andamio, interaccionando con eIF4E unido a la caperuza, con el 
PIC 43S y con la proteína de unión a la cola poli(A) Pab1. Así, el complejo de Pre-Inicio 
43S queda posicionado con respecto al mRNA y empieza a escanear en dirección 5’-3’ con 
consumo de ATP, hasta que reconoce el codón de inicio AUG por complementariedad de 
bases con el tRNA iniciador. A continuación, el GTP unido a eIF2 en el mismo tRNA es 
hidrolizado en un proceso de catálisis mediada por eIF5. Esta reacción y una segunda 
hidrólisis catalizada por eIF5B son necesarias para que la subunidad ribosomal 60S se una 
al complejo de inicio, se forme así el complejo 80S y pueda empezar la síntesis 
polipeptídica (Gebauer y Hentze, 2004; Valásêk, 2012; Beznoskova y col., 2013). 
En el proceso de elongación desempeñan un papel fundamental los factores eEFs 
(eukaryotic elongation factors). eEF1A deposita el correspondiente aminoacil-tRNA en el 
sitio A del ribosoma, y eEF1B es el factor de intercambio de nucleótidos que permite 
regenerar la forma activa de los factores dependientes de GTP que participan en el proceso. 
Finalmente, eEF2A es el responsable de la translocación del complejo peptidil-
tRNA·mRNA desde el sitio A al P, una vez formado el enlace peptídico, para iniciar un 
nuevo ciclo de elongación (Anand y col., 2003; Mateyak y Kinzy, 2010). 
Es clave entender que, tal como muestra la Figura 1.5 de forma simplificada, varios 
ribosomas se posicionan sobre un mismo mRNA para llevar a cabo un proceso de 
elongación más eficiente (Orphanides y Reinberg, 2002).  
La terminación de la traducción empieza con la entrada del codón de stop en el sitio 
A ribosomal, y culmina en la liberación del recientemente sintetizado polipéptido del 
ribosoma, y la disociación del complejo ribosoma-tRNA·mRNA (Alkalaeva y col., 2006). 
Esta etapa requiere también diversos factores proteicos y el consumo de GTP. La 
complejidad de los procesos de elongación y terminación es mucho mayor de lo que se ha 
descrito en este apartado, y existen diversos artículos de revisión en donde se analizan en 








las proteínas recién sintetizadas deben ser plegadas para alcanzar su estado funcional, 
plegamiento que puede ser co o post-traduccional. 
 
Mecanismos de control de la expresión génica 
en S. cerevisiae 
Tal como se describió en el apartado anterior y en la Figura 1.5, la expresión 
eficiente de los genes de S. cerevisiae implica varias etapas: síntesis del mensajero, eventos 
de maduración en el núcleo, exportación del mensajero maduro al citoplasma, 
remodelación estructural para alcanzar un estado competente de traducción, y traducción 
para finalmente sintetizar el polipéptido correspondiente, con la posterior degradación del 
mensajero (Le Hir y col., 2001; Jensen y col., 2003; Luna y col., 2008). La mayoría de 
estos procesos están acoplados y tienen lugar a veces de forma simultánea, estando cada 
etapa conectada de forma continua con la siguiente.  
 
Figura 1.5. Modelización integrada de las etapas de la expresión génica. Cada etapa de la 
regulación de la expresión génica está subdividida en una serie de procesos continuos, estando cada 
etapa física y funcionalmente conectada a la siguiente. La Figura representa una simplificación 
dentro de la gran complejidad de los factores y proteínas implicados en cada fase, siendo solamente 
representados aquellos cuya importancia se resalta en el texto. Adaptado de Orphanides y Reinberg 
(2002) y García-Oliver y col. (2012). 







Aunque en la levadura existen muchos genes de expresión constitutiva, cuyos 
niveles de mRNA se mantienen constantes a lo largo del tiempo e independientemente de 
las condiciones ambientales, esto no es lo habitual, y durante el ciclo de vida de la levadura, 
no siempre hay los mismos requerimientos proteicos. De este modo, en algunas etapas del 
ciclo celular es necesaria la biosíntesis de unas proteínas, o la degradación de otras, para 
poder progresar hacia la división celular. Y las condiciones ambientales, como la 
disponibilidad de nutrientes, la variación en las fuentes de carbono fermentables o no 
fermentables accesibles, la presencia de agentes genotóxicos o situaciones adversas para el 
crecimiento, hacen que sea necesario, en cada momento, expresar una batería de genes u 
otros. Es por ello que el proceso de expresión génica debe estar regulado de forma precisa, 
y esta regulación puede afectar a todas las etapas de la síntesis proteica, como muestra la 
Figura 1.6. 
 
Figura 1.6. Etapas en el control de la expresión génica. La tasa de transcripción y la degradación 
del mRNA determinan en nivel estacionario de los niveles de transcrito, y los niveles de mRNA, 
junto con la tasa de traducción, determinan la cantidad de proteína producida. La etapa de la 
transcripción está controlada por proteínas de unión al DNA, mientras que la regulación post-
transcripcional, como la tasa de degradación del mensajero o la traducción, está mediada por 
proteínas que se unen el RNA, y forman complejos ribonucleoproteicos con los transcritos. Existe  
un alto nivel de coordinación e interdependencia entre las distintas etapas del proceso de expresión 
génica, ya que la expresión génica post-transcripcional está también regulada a otros niveles, como 
procesamiento, exportación y localización de mRNA. Las proteínas están reguladas a nivel post-








De este modo, la tasa de transcripción génica y la degradación del mRNA 
determinan el estado estacionario de niveles de transcrito. Y estos niveles, junto con la tasa 
de traducción, la cantidad de proteína sintetizada. De forma simplificada, podríamos decir 
que la regulación transcripcional viene determinada por la estructura de la cromatina y 
proteínas de unión al DNA. El control post-transcripcional, como estabilidad de mRNA y 
traducción, se lleva a cabo por proteínas de unión al RNA y complejos ribonucleoproteicos. 
Finalmente, el control post-traduccional estaría relacionado con la modificación y 
degradación de proteínas (Mata y col., 2005). 
Control transcripcional de la expresión génica 
Tradicionalmente, la regulación de la transcripción ha sido el mecanismo de control 
considerado más importante y, en consecuencia, más estudiado. Esta consideración se debe 
a ser la etapa más intuitiva de regulación y estar situada en primera posición dentro de las 
distintas fases de expresión génica, lo que implica que la célula no desperdicia energía en 
los pasos posteriores. En eucariotas, de los miles de genes codificantes de proteínas, cada 
uno de ellos puede tener su propio programa transcripcional de control. Este control está 
ejercido por proteínas, generalmente factores de transcripción, que se unen al DNA, en 
secuencias concretas dentro o cerca del promotor, y que transmiten esa información de 
secuencia del DNA a factores y cofactores reguladores, y a la maquinaria general de la 
RNApolII (Kadonaga, 2004). Estos factores específicos de secuencia actúan, pues, como 
intermediarios entre la información genética de regulación  y el sistema de transcripción. 
Por tanto, además de la maquinaria general de inicio de transcripción, en el proceso 
de regulación de la expresión génica intervienen proteínas reguladoras específicas de gen o 
grupo de genes, que van a determinar con su unión al promotor que se exprese un gen 
concreto en un momento determinado (Stam y Laurie, 1996). Estas harán posible el 
reclutamiento de la maquinaria general de inicio de la transcripción, y también tienen sus 
secuencias de reconocimiento específicas en los promotores, como se explicará después en 
más detalle con ejemplos concretos. Aunque existen proteínas represoras, en esta 
introducción nos ocuparemos principalmente de las que actúan como activadoras. 
El otro nivel fundamental de control transcripcional hace referencia a la estructura 
y plegamiento del DNA en la cromatina. Lo ejecutan los factores remodeladores de la 







cromatina que mobilizan los nucleosomas, y una gran variedad de enzimas que catalizan la 
modificación covalente de histonas y otras proteínas  mediante reacciones de acetilación, 
desacetilación, fosforilación, metilación, ubiquitinación, deubiquitinación y ADP-
ribosilacion (Kadonaga, 2004). 
Regulación de la transcripción por Factores de Transcripción de unión al 
DNA específicos de secuencia 
Características estructurales de los dominios de unión al DNA 
A nivel estructural, los factores transcripcionales específicos de secuencia suelen 
estar organizados en módulos. En 1985, Brent y Ptashne demostraron, mediante la fusión 
de ciertas regiones del factor transcripcional Gal4 de levadura con el dominio de unión al 
DNA de la proteína bacteriana LexA, que el dominio de activación transcripcional de Gal4 
puede funcionar autónomamente y activar la transcripción bajo la secuencia de 
reconocimiento de LexA. Con ello, además de introducirnos en las fusiones génicas, se 
demostraba la existencia de dos módulos independientes, uno de unión al DNA y otro de 
activación transcripcional o transactivación, que se pueden combinar de forma efectiva aún 
viniendo de proteínas y organismos distintos, pero que son imprescindibles ambos en  
conjunto para que se produzca la transcripción. 
El módulo de unión al DNA puede estar formado por motivos helice-vuelta-helice, 
el mejor conocido en factores de transcripción procariotas, aunque también hay otros 
motivos característicos de eucariotas como su variante homeodominio hojas β, o los dedos 
de zinc (Figura 1.7).  
 
Figura 1.7. Interacciones específicas entre factores de transcripción de levadura y DNA. A) 
Interacción de TBP (gris) y TAF1 (verde) con la caja TATA. B) Modelo del complejo formado por 
los nueve dedos de Zn de TFIIIA con el DNA. Imágenes procedentes de Anandapadamanaban y col. 








Otros elementos estructurales, como las cremalleras de leucina o las hélice-lazo-
hélice (Pabo y Sauer, 1992) reconocen regiones básicas en el DNA y posibilitan la 
dimerización. En ese sentido, otro módulo que puede existir en los factores de transcripción 
es el motivo de dimerización o multimerización. Este no siempre está presente, y cuando lo 
está puede ser, o un módulo independiente, o (como en los casos citados) un mismo módulo 
que ejerce la acción dual de unión al DNA y dimerización  (Murre y col., 1989). 
En cuanto al módulo de transactivación, puede contener distintos motivos. En 
numerosas proteínas se han encontrado regiones ricas en aminoácidos ácidos, aunque hay 
mucha variabilidad, y se han detectado dominios de este tipo ricos en glutaminas (Courey y 
Tjian 1988), prolinas (Mermod y col., 1989) u hojas β hidrofóbicas (Van Hoy y col., 1993). 
Como ya se ha comentado con anterioridad, el módulo de transactivación se puede asociar 
en trans, vía interacciones proteína-proteína con los módulos de unión al DNA. 
Mecanismo de actuación 
Los factores transcripcionales suelen realizar su función principalmente mediante el 
reclutamiento vía interacción proteína-proteína de coactivadores o correpresores al DNA 
(Ptashne y Gann, 1997). Estos cofactores podrán, a continuación, regular de forma directa o 
indirecta la actividad de la RNApolII y la maquinaria transcripcional en el promotor. Es 
importante destacar que estos correguladores pueden ser, por ejemplo, factores de unión a 
la TBP o las mismas subunidades del componente TFIID (Horikoshi y col., 1988). Pero 
también hay otra clase distinta de cofactores, relacionados con la cromatina, los ya 
mencionados remodeladores de nucleosomas y modificadores covalentes de histonas o 
DNA molde. Hay, por tanto, una notable diversidad y complejidad en la regulación 
transcripcional. 
Regulación 
Este punto es especialmente interesante, porque los factores de transcripción, 
reguladores por excelencia del proceso de expresión génica,  también tienen que estar, a su 
vez, convenientemente controlados. Así, pueden ser activados o reprimidos, generalmente a 
través de modificaciones post-traduccionales, como fosforilación, acetilación o 







ubiquitinación (Kadonaga, 2004). Aún se desconoce gran parte de la complejidad de los 
mecanismos de regulación, así como sus implicaciones en el proceso de expresión génica. 
Sitios de reconocimiento 
Se ha demostrado que los factores transcripcionales de eucariotas suelen unir el 
DNA con especificidad relativamente baja (Walter y col., 1994). Un control preciso de la 
transcripción génica requiere un grado mayor de especificidad que la otorgada por la unión 
de un único factor transcripcional específico de secuencia y esto se consigue con la 
existencia de múltiples sitios de reconocimiento en cis. Las secuencias, de 6-8 pb, tienden a 
encontrarse agrupadas, y aunque lo común es que cada factor reconozca una única 
secuencia consenso, la especificidad de la activación génica se logra precisamente al tener 
múltiples sitios de unión en cis reconocidos por factores con estructura funcional en forma 
de dímero, o conteniendo varios elementos capaces de unirse a distintos sitios. Es 
importante señalar, además, la mejora sinérgica que se logra en muchos genes al tener 
múltiples factores distintos actuando en trans, que logran activar la transcripción de forma 
más fuerte (Laybourn y Kadonaga, 1992).  
De este modo se consigue que, de forma perfectamente regulada, en un momento 
determinado se exprese un gen, o una batería concreta de genes, bajo el control de una serie 
de factores de transcripción específicos que reconocen secuencias determinadas en el 
promotor de los genes que regulan. 
Control post- transcripcional de la expresión génica 
La regulación post-transcripcional incluye procesamiento, exportación y traducción 
de mRNAs, así como localización y degradación de los productos génicos, y está mediada 
por varias combinaciones de proteínas de unión al RNA (RBPs) que determinan el destino 
de los transcritos y parecen regular coordinadamente subconjuntos específicos de RNAs 
(Keene and Tenebaum, 2002; Hieronimus y Silver, 2003; Keene y Lager, 2005).  
La estabilidad del mRNA es una etapa clave y la tasa de degradación del mismo 
viene definida por elementos de control localizados normalmente dentro de las regiones 3’ 








degradación de los transcritos tiene lugar en el citoplasma, en los cuerpos de 
procesamientos (o P-bodies) (Wilusz y Wilusz, 2004). 
El control traduccional se puede resumir en dos categorías. En la regulación global, 
la traducción de la mayoría de mRNAs de la célula es controlada de forma conjunta, 
mediante modificaciones en los factores de inicio de la traducción. En la regulación 
específica de mRNA, la traducción de un grupo definido de mensajeros es modulada, sin 
afectar ni alterar la biosíntesis de proteínas en su conjunto, mediante complejos proteicos 























1.2. La Respuesta a Estrés en la levadura 
Saccharomyces cerevisiae 
 
El éxito de supervivencia de un organismo en un ambiente determinado está 
vinculado a su habilidad para adaptarse a los cambios que se producen a su alrededor. Así, 
para un organismo eucariota unicelular y no móvil, como S. cerevisiae, adaptarse es 
esencial para sobrevivir (Simpson y Ashe, 2012). 
Se considera estrés cualquier factor ambiental que compromete o dificulta el 
óptimo desarrollo o supervivencia de una célula (Hohmann y Mager, 2003). En respuesta a 
esta situación desfavorable, la levadura activa mecanismos implicados en la detección del 
estrés y la transducción de la señal, produciéndose una serie de modificaciones 
transcripcionales y post-transcripcionales que harán posible la acumulación de agentes 
protectores y actividades reparadoras (Mager y De Kruijff, 2005). Los cambios en la 
expresión génica en respuesta a estrés van a ser, por tanto, fundamentales para que la célula 
pueda sobrevivir, por lo que el estudio de la regulación transcripcional es un elemento clave 
para entender los mecanismos de supervivencia. 
 
La Respuesta General a Estrés ambiental, ESR 
Independientemente de cual sea el agente causante del estrés S. cerevisiae tiene una 
respuesta común, llamada Respuesta General a Estrés ambiental (Environmental Stress 
Response (ESR)). De este modo, bajo distintos tipos de estrés, se activa inmediata (aunque 
transitoriamente) una misma respuesta, que afecta a aproximadamente 900 genes (Gasch y 
col., 2000). Estos genes van a sufrir alteraciones en su tasa de transcripción, pudiendo estar 
sobreexpresados o reprimidos respecto a la condición de no estrés, lo que se manifiesta en 
cambios significativos en sus niveles de mRNA.  
Algunos de los genes que forman parte de la respuesta ESR presentan también una 








su promotor un elemento llamado STRE (Stress Response Element) con una secuencia 
consenso definida: AGGGG (Kobayashi y McEntee, 1990; Marchler y col., 1993). Este 
elemento de secuencia es reconocido por los factores transcripcionales Msn2 y Msn4, 
homólogos y parcialmente redundantes (Martínez-Pastor y col., 1996), regulados por la ruta 
de la proteína quinasa A (PKA) (Marchler y col., 1993) y la ruta TOR (Helliwell y col., 
1998), que controlan el crecimiento celular en función de la disponibilidad de nutrientes, 
como se explicará después con mayor detalle. Estos factores transcripcionales son, por 
tanto, los mayoritariamente responsables de la reprogramación de la expresión génica 
común en respuesta a estrés. 
No obstante, el control de los genes ESR es más complejo y, junto a Msn2/4, 
existen un gran número de factores transcripcionales que también están implicados en la 
misma. Del mismo modo, los niveles de mRNA de estos genes, no sólo están regulados a 
nivel de transcripción, sino también por la estructura de cromatina y la estabilidad de 
mensajeros (Gasch, 2002; Hohman y Mager, 2003). Toda esta regulación, en su conjunto, 
hace posible una respuesta rápida y precisa para hacer frente a las necesidades celulares 
comunes causadas por cualquier tipo de estrés o condición ambiental desfavorable. 
 
La Respuesta a Estrés Osmótico 
Además de la Respuesta General a Estrés, existen respuestas específicas para hacer 
frente a condiciones adversas particulares. De este modo, la levadura dispone de varios 
mecanismos frente a tipos de estrés concretos, que implican rutas y factores de 
transcripción específicos. Del mismo modo que Msn2/4 son responsables de la respuesta a 
general a estrés, la defensa a choque térmico o altas temperaturas está mediada por las 
proteínas de choque térmico (Heat Shock Proteins, Hsp), controladas por el factor 
transcripcional Hsf1. La respuesta a estrés oxidativo requiere la familia de proteínas YAP, 
especialmente los factores de transcripción Yap1 y Yap2. Y la respuesta a estrés osmótico 
esta mediada por la ruta HOG (High Osmolarity Glicerol) que implica una cascada de 
MAP quinasas (MAPK, Mitogen-activated protein kinase) (Hohmann y Mager, 2003). 
 








Las células, tanto de organismos unicelulares, como de pluricelulares, son capaces 
de sentir, responder y adaptarse a los cambios en la actividad de agua de su entorno 
(Hohmann, 2015). Al disminuir la disponibilidad de agua libre en el medio que las rodea, 
van a sufrir deshidratación, causada por la pérdida de agua interna, que, siguiendo su 
gradiente de concentración, difunde hacia el exterior (Hohmann 2002; Wood, 2011).  
Esto es justamente lo que ocurre cuando las células de S. cerevisiae son expuestas a 
estrés hiperosmótico, es decir, cuando la osmolaridad externa es superior al rango 
fisiológico interno de la levadura. Esta situación puede estar producida por sal, glucosa, 
sorbitol o cualquier otro osmolito en el medio, y es importante remarcar que, en su 
ambiente natural, la levadura de gemación crece en frutos en descomposición, como la uva, 
donde la abundancia de azúcares (glucosa, sacarosa y fructosa) se acerca al punto de 
saturación. La falta de nutrientes compromete la supervivencia celular, pero la abundancia 
de los mismos va a suponer en la mayoría de casos un incremento en la osmolaridad del 
medio, en detrimento también, por tanto, del óptimo desarrollo de la levadura.  
La salida por difusión del agua interna en condiciones de incremento en la 
osmolaridad externa afecta severamente a la forma y tamaño de la célula, produciéndose 
encogimiento y pérdida de turgencia de la misma (Hohmann, 2002). Además de alterar la 
morfogénesis, aumenta la concentración de iones citosólicos (especialmente Na+), y se 
altera en general la dinámica intracelular (Wood, 2011).  
La osmoregulación será, por tanto, fundamental para mantener la forma, tamaño, 
turgencia y morfogénesis de la célula, pero también para asegurar un óptimo ambiente de 
dinámica intracelular (Mika y Poolman 2011; Wood, 2011). La principal estrategia para 
evitar la deshidratación masiva, y contrarrestar la alta osmolaridad del medio para poder 
sobrevivir, es producir y acumular en el interior celular osmolitos compatibles (Hohmann y 
col., 2007; de Nadal y Posas, 2011). Se entiende por osmolito compatible aquel que es 
inerte respecto a los procesos intracelulares, es decir, que no altera la dinámica interna de la 
célula, y que reemplaza el agua perdida y/o revierte el gradiente de concentración y 








osmolito compatible es muy distinta según el organismo y aunque algunos, como trehalosa, 
aminoácidos, e incluso iones, pueden contribuir de forma diferencial a adaptarse a la 
situación de osmoestrés, en S. cerevisiae el más importante es claramente el glicerol 
(Hohmann, 2007). La acumulación intracelular de glicerol es esencial en la respuesta 
adaptativa al estrés y será clave para el crecimiento y la supervivencia celular. La Figura 
1.8 muestra el metabolismo del glicerol en la levadura. 
 
Figura 1.8. Metabolismo del glicerol en S. cerevisiae. El glicerol se produce a partir del 
intermediario glicolítico dihidroxiacetona fosfato (DHAP), en dos etapas catalizadas por las glicerol-
3-fosfato deshidrogenasas dependientes de NAD Gpd1 y Gpd2 y por las glicerol-3-fosfato fosfatasas 
Gpp1 y Gpp2. El glicerol es exportado al exterior celular por el canal Fps1, mientras que es 
asimilado en el interior celular vía la incorporación mediante Stl1. El glicerol se fosforila mediante 
la acción de la glicerol quinasa Gut1 y puede ser de nuevo convertido en DHAP mediante la 
glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa dependiente de FAD Gut2, para entrar en 
glicolisis/gluconeogénesis. La utilización y producción de glicerol son dos procesos que 
probablemente no ocurren nunca simultáneamente, debido a la ruta de represión por glucosa, que 
será explicada después con detalle. Figura procedente de Hohmann (2015). 
 
De acuerdo con esto, cuando aumenta la osmolaridad del medio, la levadura inicia 
un muy complejo programa de adaptación, que incluye la parada temporal del ciclo celular 
(y por tanto del crecimiento hasta que ocurra la adaptación), ajustes en los patrones de 
transcripción y traducción, y la síntesis y retención del glicerol. Y todos estas respuestas 
adaptativas están principalmente dirigidas por la ruta de señalización HOG, cuyo centro es 
la MAPK Hog1 (Saito y Posas, 2012). 







La ruta HOG 
Muchas rutas de señalización intracelular implican cascadas de MAPK, estando sus 
módulos o unidades de señalización evolutivamente conservados en varios organismos 
eucariotas, incluidos hongos y levaduras (Zhon y col., 1999). 
Cada cascada de MAPK está compuesta por tres quinasas (Figura 1.9) que se van 
activando de forma secuencial en respuesta a estímulos específicos que son captados por 
sensores o receptores de membrana, pudiendo haber entre estos sensores y la primera 
quinasa de la ruta varias proteínas encargadas de ejercer el control primario de la misma. 
En el caso de la ruta HOG, la primera quinasa, la MAPK quinasa quinasa (MAPKKK) tiene 
un dominio N-terminal regulador, que en ausencia de estrés, bloquea al C-terminal 
catalítico, el dominio quinasa. En condiciones de osmoestrés, esta quinasa puede ser 
activada bien por otra quinasa localizada aún más arriba en la ruta, o bien por la unión a 
una proteína activadora.  
 
Figura 1.9. Diagrama esquemático del módulo MAPK. Activación secuencial de las distintas 
MAPK que forman la cascada del módulo. La estrella roja representa la forma activada, y por tanto 
catalítica, de la correspondiente quinasa. Adaptado de Saito y Posas (2012). 
Una vez activada, la MAPKKK activará a la MAPK quinasa (MAPKK) mediante 
la fosforilación de residuos de Ser y Thr, localizados dentro de la parte conservada del 
dominio quinasa  de la proteína. De forma similar, la MAPKK activará a la tercera quinasa 
de la ruta, la MAPK, por fosforilación dual en los residuos conservados de Thr y Tyr, 








2012). La activación de la tercera quinasa de la ruta resulta en la translocación al núcleo de 
la misma y, en este compartimento celular, puede a su vez activar, mediante fosforilación 
en Ser y Thr a proteínas nucleares, como factores de transcripción, aunque también existen 
otras posibilidades. También en el citoplasma puede ejercer su acción catalítica para 
regular, por ejemplo, a otras quinasas. Finalmente, con esto, se consigue activar las 
respuestas adaptativas necesarias para hacer frente a la situación de estrés, mediante 
cambios en los niveles de mRNAs y de proteínas. 
La parte inicial de la ruta HOG implica dos ramas que, siendo mecanísticamente 
distintas, son funcionalmente redundantes, y llevan el nombre de sus respectivos 
osmosensores de membrana, receptores que captan la señal de alta osmolaridad en el 
medio. De este modo, tanto la rama Sln como la rama Sho confluyen, tal como se muestra 
en la Figura 1.10, en la activación de la MAPKK Pbs2, que a su vez activa por fosforilación 
a la MAPK Hog1 (Brewster y col., 1993; Maeda y col., 1994).  
 
Figura 1.10. Diagrama esquemático de la ruta HOG en S. cerevisiae. La rama Sln está inhibida 
en condiciones fisiológicas, eliminándose esta represión en presencia de osmoestrés, mientras que la 
rama Sho se activa en presencia del mismo. De este modo, bajo condiciones de alta osmolaridad, 
ambas vías confluyen en la activación de la MAPKK Pbs2, que a su vez activará por fosforilación a 
la MAPK Hog1, principal responsable de llevar a cabo las respuestas adaptativas necesarias para 
hacer frente a la situación desfavorable. Las fosfatasas Ptc1 y Ptp2/3 desactivan la ruta mediante la 
inhibición de la MAPK Hog1 cuando el balance osmótico celular ha sido restablecido o cesan las 
condiciones adversas. / indica proteínas funcionalmente redundantes. Adaptado de Saito y Posas 
(2012). 
 







En respuesta al estrés y una vez activada, Hog1 se transloca al núcleo, donde 
regulará las respuestas adaptativas de transcripción y  ciclo celular, aunque también tiene 
dianas citosólicas. Una vez restablecido el balance osmótico, Hog1 es, de nuevo, exportada 
de vuelta al citoplasma. 
Es importante destacar que tener activada la ruta Hog1 en ausencia de estrés es 
nocivo para la célula, por lo que los mecanismos de control van a ser fundamentales, tanto 
para evitar que la ruta esté activa en condiciones fisiológicas como para la inhibición de 
Hog1 una vez que las condiciones de estrés han pasado y el equilibrio ha sido restablecido 
(Posas y Saito, 1997). 
Además, también es relevante mencionar que, como se explicará después con 
mayor detalle, hay otras rutas de señalización en S. cerevisiae que implican cascadas de 
MAPK, que participan en la respuesta a feromonas, crecimiento filamentoso e invasivo y 
biogénesis de la pared celular. Algunas de estas rutas presentan elementos de señalización 
comunes, como la MAPKKK Ste11, lo que nos muestra la existencia de una conexión entre 
las rutas de señalización, así como la necesidad de una regulación recíproca dentro de esta 
compleja red. Este aspecto será analizado con detalle posteriormente. 
La rama Sln 
La rama Sln es una variante del sistema de sensores de dos componentes, formados 
por una molécula sensor (con dominio sensor o input, dominio catalítico histidina quinasa 
(HK), y sitio de autofosforilación en histidina) y una molécula reguladora de la respuesta 
(con un dominio efector u output y un dominio receptor). La parte N-terminal del 
osmosensor Sln1 es el dominio sensor, compuesto por dos fragmentos transmembrana 
(Maeda y col., 1994). La parte C-terminal lo componen el dominio histidina quinasa y el 
dominio receptor. Así, al ser activada, Sln1 se autofosforila en la His576, cerca del dominio 
HK (Posas y col., 1996) y el grupo fosforilo se transfiere al Asp1144 del dominio receptor, 
para iniciar a su vez la respuesta mediante la transferencia del grupo fosforilo a la proteína 
Ypd1, en la His64. Ypd1 es una proteína que hará de intermediaria catalizando la 
transferencia específica del grupo fosforilo entre, en este caso, dos proteínas con dominio 
receptor, siendo, por tanto, transferido dicho grupo a continuación al Asp554 del dominio 








Bajo condiciones normales y ausencia de estrés, el dominio HK de Sln1 está 
catalíticamente activo, con lo que Ssk1 está fosforilada, y por tanto, inactiva. Así se impide 
que en ausencia de estrés la ruta HOG esté funcionando. La disrupción del gen SLN1 es 
letal para la célula, ya que resulta en la activación constitutiva de la ruta HOG (Maeda y 
col., 1994). Bajo condiciones de estrés osmótico, Sln1 no está activo, por lo que se acumula 
Ssk1 sin fosforilar, que entonces es capaz de unir y activar a Ssk2/Ssk22, las MAPKKK, 
que una vez activadas inician la cascada de fosforlación, primero sobre la MAPKK Pbs2 y, 
finalmente, la MAPK Hog1, tal como se muestra en la Figura 1.10. 
Ypd1 también transfiere el grupo fosforilo a otra proteína, no implicada en la ruta 
HOG, sino en la biogénesis de la pared celular, Skn7 (Brown y col., 1994). Mientras que 
Ssk1 es activado en alta osmolaridad, Skn7 (implicado entre otros procesos en la respuesta 
a estrés oxidativo, (Krems y col., 1996)) se activa bajo condiciones de ausencia de estrés o 
hipo-osmolaridad evidenciando de nuevo la interconexión entre distintas rutas de 
señalización. 
La rama Sho 
Al contrario que en el caso anterior, el mecanismo de activación de esta rama de la 
ruta sólo ha sido hasta el momento vagamente definido. 
Los putativos osmosensores de membrana de esta rama son Msb2 y Hkr1, proteínas 
altamente glicosiladas en su dominio exterior y con un único dominio transmembrana 
(Tatebayashi y col., 2007). Sho1 sería el co-osmosensor y, aunque el mecanismo de 
interacción de éste con los dos anteriores aún permanece desconocido, se sabe que esta 
respuesta conduce a la activación de las quinasas Ste20 y Cla4 al inducir su asociación con 
la proteína de membrana Cdc42 (Lamson y col., 2002). Cuando Ste20/Cla4 están activadas, 
fosforilan y activan a la MAPKKK Ste11 (Drogen y col., 2000), que a su vez fosforila y 
activa a la MAPKK Pbs2, que está asociada al receptor de membrana Sho1 (Tatebayashi y 
col., 2006). 
Dado que ambos complejos, Sho1-Pbs2 y Cdc42-Ste20 estan localizados en la 
membrana,  Ste11, activado por Ste20 y activador de Pbs2, debe a su vez estar localizado 
en este compartimento. Ste50 es la proteína que hace de andamio entre Ste11 y la 







membrana, formandose un complejo estable entre ambas (Posas y col., 1998; Wu y col., 
1999), gracias tanto a la asociación de Ste50 con la proteína de anclaje a membrana Opy2 
(Yamamoto y col., 2010) como por las interacciones Ste50-Cdc42 y Ste50-Sho1 
(Tatebayashi y col., 2006). 
Finalmente, Pbs2 activará a la MAPK Hog1, del mismo modo que ocurre en la 
rama Sln1, y tal como se muestra en la Figura 1.10. 
Transporte al núcleo de la MAPK Hog1 
Una vez activada por fosforilación en sus residuos Thr174 y Tyr176, Hog1 se 
transloca rápidamente al núcleo. Tras la adaptación a la alta osmolaridad del medio, o si 
desaparece la condición externa de estrés, es exportada de nuevo al citoplasma (Ferrigno y 
col., 1998). Su estancia transitoria en el núcleo está directamente correlacionada con la 
fosforilación de la proteína (Reiser y col., 1999). En este sentido, aunque Hog1 puede 
fosforilarse a sí mismo, esta autofosforilación no es suficiente para que se acumule en el 
núcleo, por lo que su localización nuclear es dependiente de la fosforilación por parte de la 
MAPKK Pbs2 (Mattison y Ota, 2000). 
La cinética de localización nuclear depende de la severidad de las condiciones de 
estrés del medio. Así, un osmoestrés causado por NaCl 0.4 M resulta en la fosforilación y 
translocación al núcleo casi inmediata, en 1-2 minutos, y se mantienen ambas situaciones 
hasta aproximadamente 30 min. Condiciones de estrés osmótico más severas retardan el 
inicio del proceso, pero mantienen su duración más tiempo (Van Wuytswinkel y col., 
2000). 
Además del estrés osmótico, otros tipos de estrés pueden activar la ruta HOG. Es el 
caso de estrés por frío (Hayashi y Maeda, 2006), choque térmico (Winkler y col., 2002), 
hipoxia (Hickman y col., 2011), arsenito (Thorsen y col., 2006), acido acético (Mollapour y 
Piper, 2006), y pH bajo (Kapteyn y col., 2001), entre otros. En la mayoría de estos casos, 
Hog1 es activado sólo de forma moderada, y la cinética de fosforilación, y por tanto de 
localización nuclear, es distinta a la observada bajo osmoestrés. Estas condiciones de estrés 








Aunque la rápida acumulación de Hog1 sugiere que la mayor parte de la acción 
reguladora de la MAPK tiene lugar en el núcleo, una parte de la proteína activada 
permanece en el citosol, donde también va a mediar importantes efectos reguladores, que al 
igual que las respuestas nucleares, tienen como finalidad última la osmoadaptación de la 
levadura. 
Inactivación de la ruta 
Existen varios mecanismos de desregulación de la ruta HOG, pero el más 
importante en la regulación negativa es la acumulación interna en la levadura de glicerol 
(Brewster y col., 1993). Dado que la inducción transcripcional de los genes implicados en 
la biosíntesis de glicerol tarda al menos 15 min, más que regular directamente la 
deslocalización de Hog1, estos genes están implicados en la desregulación de la ruta a más 
largo plazo (Hirayama y col., 1995). Por eso se cree que es la acción de Hog1 sobre el canal 
de glicerol Fps1 (veáse las Figuras 1.8 y 1.11) y sobre enzimas implicadas en el 
metabolismo del glicerol lo que media una respuesta más rápida (Beese y col., 2009; 
Bouwman y col., 2011). 
Otro mecanismo importante de desregulación de la ruta es el ejercido por las 
fosfatasas porque, aunque la señalización a los osmosensores de la ruta se detenga al 
restablecerse el equilibio osmótico por la producción de glicerol, es necesario inactivar las 
quinasas por desfosforilación. Las proteínas Ptc1, Ptc2 y Ptc3 desfosforilan la Thr174 de 
Hog1, teniendo la primera el papel más relevante en la desactivación de la MAPK 
(Warmka y col., 2001). Por otra parte, Ptp2 y Ptp3 desfosforilan la Tyr176 (Jacoby y col., 
1997), siendo de nuevo la primera, de localización nuclear (veáse las Figuras 1.10 y 1.11), 
la más relevante en el proceso. Las fosfatasas que inactivan las otras quinasas de la ruta 
permanecen aún sin identificar. 
Además, Hog1 activado también participa en la desregulación de la ruta mediante 
la fosforilación de algunos elementos superiores de la misma, como Sho1 y Ste50 (con lo 
que reduce la afinidad de la interacción entre esta y Opy2 (Yamamoto y col., 2010)). 
 Finalmente, como se explicará después con mayor detalle, la interconexión entre 
rutas de señalización de MAPK también está implicada en la inhibición de la ruta HOG. La 







rama Sho presenta muchos elementos comunes con las rutas de feromonas y crecimiento 
filamentoso (Saito, 2010). 
Respuestas adaptativas 
En respuesta a la alta osmolaridad del medio, la activación de la MAPK Hog1 
dirige una serie de respuestas adaptativas para hacer frente a la condición desfavorable y 
fomentar la supervivencia de la levadura. Las respuestas citoplasmáticas incluyen el control 
de los flujos de iones, el transporte de glicerol, el de la actividad de enzimas metabólicos y 
el control del proceso de traducción. En cuanto a las respuestas nucleares, modula la 
progresión del ciclo celular y el control de la expresión génica. 
Restablecimiento del balance osmótico: Acumulación de glicerol 
La acumulación interna de glicerol y el restableciemiento del equilibrio iónico son 
respuestas adaptativas a corto plazo (Albertyn y col., 1994). La Figura 1.11 muestra los 
efectos de la MAPK Hog1 sobre los niveles de glicerol. En respuesta a osmoestrés, desde el 
primer minuto empieza a acumularse este osmolito compatible, manteniéndose de forma 
significativa al menos hasta los 30 minutos (Klipp y col., 2005). Esta regulación implica, 
por tanto, una rápida respuesta inicial, llevada a cabo por 1) cambios en el metabolismo, 
que redirije las fuentes de carbono hacia la producción de glicerol, mediante el control de la 
glicolisis y la producción del osmolito compatible (Hohmann 2007), y 2) cambios en el 
transporte de glicerol, en el que intervienen, dada la baja permeabilidad al mismo de la 
bicapa lipídica, canales específicos de importación y exportación. Stl1 (Figuras 1.8 y 1.11) 
es una proteína similar a los transportadores de azúcar (sugar transporter-like) que 
participa en la importación de glicerol al interior celular. El gen STL1 se induce 
rápidamente en respuesta a estrés y su expresión está regulada por la MAPK Hog1. No 
obstante, el mecanismo más rápido para asegurar la acumulación interna de glicerol se 
produce vía Fps1, canal de exportación del osmolito, que en respuesta a estrés se cierra por 
acción de la MAPK (Tamás y col., 1999; Hohmann, 2015). 
Del mismo modo que en la respuesta a estrés se induce la expresión de STL1, se 
activa también de forma dependiente de Hog1 la transcripción de genes implicados en la 








(GPD1/2) y glicerol-3-fosfato fosfatasas (GPP1/2). La disrupción de estos genes afecta 
severamente al crecimiento de S.cerevisiae en condiciones de alta osmolaridad (Hohmann, 
2002a). Esta respuesta implica regulación transcripcional, por lo que no es tan rápida como 
las dos anteriores. La expresión de la mayoría de los genes implicados en la biosíntesis de 
glicerol, tal como se muestra en la Figura 1.11, es dependiente del factor transcripcional de 
respuesta a estrés Hot1, del que se hablará después en profundidad. 
 
Figura 1.11. Efectos de la ruta HOG en la acumulación de glicerol. En respuesta a estrés, la 
MAPK Hog1 actúa cerrando el canal de exportación de glicerol Fps1 y estimula indirectamente la 
producción de glicerol (mediante el control de la actividad de Gpd1) y el flujo glicolítico (vía la 
activación de Pfk26). Hog1 también media la expresión de genes relacionados con la producción de 
glicerol, como GPD1/2 y GPP1/2, y su incorporación al interior celular, como STL1. Finalmente, 
también parece regular la expresión del gen AQY2 que codifica la acuaporina, proteína que restringe 
la pérdida celular de agua. Figura procedente de Hohmann (2015). 
Restablecimiento del balance iónico 
En cuanto al restablecimiento del equilibrio iónico, Hog1, en respuesta a estrés, 
fosforila al menos dos proteínas localizadas en la membrana plasmática (Proft y Struhl 
2004): Nha1 (responsable del antiporte Na+/H+) y Tok1 (canal de potasio). La adaptación a 
largo plazo en el control del flujo de iones está determinada por el control de la expresión 
del gen ENA1, que codifica una ATPasa dependiente de Na+. Por tanto, de nuevo, una única 
MAPK coordina distintas respuestas de estrés que son temporal, espacial y 
mecanísticamente distintas, para finalmente adaptarse a los cambios del medio (Saito y 
Posas, 2012). 







Control del proceso de traducción 
En respuesta a estrés osmótico, se produce una parada transitoria de la traducción 
(Melamed y col., 2008), viéndose la elongación traduccional inhibida mediante una ruta de 
señalización lineal (Teige y col., 2001). No obstante, esta reducción general de la síntesis 
proteica es perfectamente compatible con la expresión de genes específicos de respuesta a 
estrés, cuyos productos están implicados en distintas funciones del proceso de adaptación, 
por lo que su correcta traducción debe estar asegurada. Esto lleva implícito que debe haber 
una traducción preferencial de un subgrupo de mRNAs en ciertas condiciones, aunque las 
bases moleculares de la misma permanecen aún desconocidas.  
En la inhibición de la elongación de la traducción en respuesta a estrés, Rck2, 
miembro del grupo de las proteín quinasas de calmodulina (Melcher y Thorner, 1996), 
fosforila e inhibe al factor de elongación EF-2. Rck2 es una diana directa de Hog1 y ambas 
son necesarias para la inhibición de la traducción que se produce en respuesta a estrés 
(Teige y col., 2001). 
Control del ciclo celular 
Coordinar el control de la progresión del ciclo celular es uno de los papeles clave 
de la MAPK Hog1, ya que esta parada transitoria es esencial en el proceso de adaptación, 
por ejemplo para que las células sean capaces de modificar su programa transcripcional. 
Hog1 induce un retraso rápido y transitorio en varias fases del ciclo celular para asegurar 
que la progresión del mismo se detenga hasta que se complete el desarrollo de las 
respuestas adaptativas (Clotet y Posas, 2007; Yaakov y col., 2009).  
En S. cerevisiae hay una única quinasa dependiente de ciclina (CDK), Cdc28, cuya 
actividad se regula a través de la síntesis y degradación de varias ciclinas e inhibidores que 
se unen a ella (Clotet y Posas, 2007). Hog1 media la parada en G2 mediante un mecanismo 
dual. Por una parte, disminuye los niveles de la ciclina Clb2, inhibiendo su transcripción, y 
por otra parte, aumenta la concentración del inhibidor de Cdc28 Swe1 (Lim y col., 1996) 
mediante la fosforilación de la quinasa Hsl1 (Cid y col., 2001). Cuando Hsl1 es fosforilada, 
se deslocaliza del cuello de la gema, lo cual impide el reclutamiento a esta localización de 








acumula. La presencia de este inhibidor de Cdc28, junto con los bajos niveles de ciclina 
Clb2 hacen disminuir la actividad del complejo Clb2-Cdc28, necesario para el paso de G2 a 
mitosis, por lo que la célula queda temporalmente parada en G2. Un mecanismo dual 
explica también la parada en G1 mediada por la MAPK Hog1, afectando a la regulación de 
la expresión de la ciclina y a la proteína reguladora de ciclo Sic1 (Zapater y col., 2005). 
Control de la expresión génica 
Las células de levadura necesitan llevar a cabo de forma rápida, precisa y eficiente 
una reprogramación transcripcional para hacer frente a la alta osmolaridad del medio. 
Una de las funciones más estudiadas en este sentido, es la capacidad de Hog1, y de 
otras MAPK de levadura, de regular el inicio de transcripción mediante el control de 
factores de respuesta a estrés. Estos factores de transcripción, no relacionados entre si, 
controlan cada uno la expresión de una batería de genes concretos de respuesta a estrés 
(Romero-Santacreu y col., 2009; Miller y col., 2011). 
Los factores de respuesta a estrés controlados por Hog1 son los activadores 
transcripcionales Hot1, Smp1, Msn1, Gcn4, Skn7, Rtg1/3 así como Msn2 y Msn4 (Rep y 
col., 1999a,b; Posas y col., 2000; De Nadal y Posas, 2008; Ni y col., 2009). Hog1 también 
regula al represor transcripcional Sko1 (de Nadal y Posas, 2008). Estos factores de 
transcripción, se unen de forma individual o combinada a los promotores de los genes que 
regulan. 
El mecanismo por el cual Hog1 controla a estos factores de transcripción es distinto 
en cada uno de los casos. Mientras que Sko1 y Smp1 están regulados mediante 
fosforilación por la MAPK (Nehlin y col., 1992; Vincent y Struhl, 1992), se ha demostrado 
que la fosforilación de Hot1 no es esencial ni necesaria para la expresión de los genes que 
regula (Alepuz y col., 2003), y dado que la transcripción de los mismos es dependiente de 
la activación por la MAPK, debe ser otro mecanismo distinto el que active a este factor de 
transcripción. La fosforilación tampoco es necesaria para la regulación por Hog1 de los 
factores generales de respuesta a estrés Msn2 y Msn4 (Alepuz y col., 2003). 
Hot1 (que de entre todos los factores de transcripción regulados por la MAPK 
Hog1, presenta una destacable relevancia en este trabajo, especialmente en los Capítulos 2, 







3 y 4) fue identificado en un rastreo mediante doble híbrido en el que regiones codificantes 
de Hog1 se usaban como cebo. Presenta homología de secuencia con otros factores 
transcripcionales de levadura, Msn1 y Gcr1 (Rep y col., 1999b), y regula la expresión de 
una serie de genes relacionados, en su mayoría, con la biosíntesis y acumulación de glicerol 
(Figuras 1.8 y 1.11), como STL1, GPD1 y GPP2 (Rep y col., 1999b; Ferreira y col., 2005). 
En un estudio reciente llevado a cabo por Gomar-Alba y col., en 2012, y que conforma el 
Capítulo 1 de esta Tesis, se descubrió otro gen cuya expresión es dependiente de Hot1, 
HGI1/YHR087W. Hot1 se une al promotor de los genes que regula, aunque las 
particularidades de la unión varían en función del gen: en algunos casos (CTT1 y HSP12) 
es completamente dependiente de la presencia de estrés osmótico, mientras que en otros, 
como STL1 y GPD1, puede estar unido en ausencia de estrés (Alepuz y col., 2001). Del 
mismo modo, el reclutamiento de Hog1 al promotor de estos dos genes es dependiente de la 
presencia de Hot1 en el mismo, mientras es independiente de la presencia de dicho factor 
transcripcional en el caso de CTT1 y HSP12 (Alepuz y col., 2001). 
En cualquier caso, la presencia de Hog1 en los promotores de los genes inducibles 
en respuesta a estrés hace pensar que la MAPK tiene un papel en el inicio de la 
transcripción (Proft y Struhl, 2002). Precisamente, el reclutamiento de la maquinaria de la 
RNApolII a estos genes es dependiente tanto de la MAPK activada como de la presencia de 
los factores de transcripción específicos. Se ha demostrado que Hog1 interacciona con la 
subunidad grande de la polimerasa (Alepuz y col., 2003) y participa en el reclutamiento de 
la maquinaria básica de transcripción, como SAGA, el Mediador, etc (Zapater y col., 2007). 
El papel de Hog1 en la regulación de la transcripción va más allá del inicio de la 
misma, participando también en la elongación transcripcional de los genes de respuesta a 
estrés. La MAPK interacciona con la RNApolII y con los componentes generales de la 
maquinaria de elongación (Proft y col., 2006), de forma que acompaña a la RNApolII 
elongante a lo largo de toda la región codifcante de los genes de respuesta a osmoestrés 
(Pokholok y col., 2006; Proft y col., 2006). 
Además, Hog1 también regula la expresión génica mediante el control de la 
remodelación de la cromatina (Mas y col., 2009; Pelet y col., 2011; de Nadal y Posas, 
2015) y del procesado, exportación y estabilidad del mRNA (Molin y col., 2009; Romero 








Interconexión entre rutas de señalización 
Aunque la ruta HOG es probablemente la mejor caracterizada hasta el momento, 
existen otras rutas de señalización de gran relevancia para el crecimiento y supervivencia 
de la levadura de gemación.  
Todas ellas tienen en común la existencia de receptores o sensores de membrana, 
que captan el estímulo externo e inician señales intracelulares específicas. Proteínas 
efectoras amplifican y transmiten la señal a través de cascadas de transducción. En el caso 
de algunas rutas, como en la vía HOG, estas moléculas efectoras son los módulos MAPK, 
siendo algunos de ellos a veces comunes entre las distintas cascadas de señalización, como 
se explicará después. 
A una señal extracelular concreta, le corresponde una respuesta adaptativa 
específica. En S. cerevisiae existen 5 cascadas de MAPK funcionales (Figuras 1.12 y 1.13), 
implicadas en crecimiento filamentoso, respuesta a feromonas (o mating), integridad de la 
pared celular, esporulación y respuesta a estrés osmótico. Cada una de estas rutas responde 
a señales determinadas y posee una direccionalidad e individualidad para hacer posible una 
respuesta concreta. No obstante, entender el funcionamiento de las rutas y los mecanismos 
mediante los cuales se mantiene esta especificidad entraña una notable complejidad, ya que 
habitualmente varios módulos MAPK tienen dos o más componentes en común entre 
diferentes rutas, y aun así mantienen su individualidad. Actualmente existe un gran interés 
en entender cómo se asegura que la señal no siga una direccionalidad errónea en estos 
módulos superpuestos y cómo se regula (incluso a veces se evita) la interconexión entre 
rutas (Saito, 2010).   
Rutas de MAPK en S. cerevisiae 
Tal como se observa en la Figura 1.12, tanto la ruta de respuesta a feromonas (PH) 
como la de crecimiento filamentoso (FG) muestran como elemento común a la vía HOG la 
MAPKKK Ste11, de la rama Sho. Del mismo modo, comparten los elementos reguladores 
de esta Ste50, Ste20 y Cdc42. 








Figura 1.12. Representación esquemática de las vías de señalización PH, FG y HOG en S. 
cerevisiae. En respuesta a distintos estímulos, la levadura activa cascadas de señalización de MAPK. 
Algunas de ellas presentan elementos comunes, aunque cada una produce respuestas adaptativas  
específicas a su estímulo particular. Se muestran las distintas interconexiones entre las tres rutas, así 
como los factores de transcripción que son activados por las respectivas MAPK en el núcleo. 
Adaptado de Saito (2010) y Waltermann y Klipp (2010). 
La vía de respuesta a feromonas (PH)  
En levaduras haploides esta ruta detecta moléculas de feromonas (señal 
extracelular) mediante los receptores de membrana Ste2 y Ste3. Ste2 detecta el factor α en 
células MATa, mientras que Ste3 reconoce el factor a en células MATα. Ambos receptores 
están acoplados a la proteína G heterotrimérica Gpa1-Ste4-Ste18 (Chen y Thorner, 2007). 
Al detectarse las feromonas, Ste4 y Ste18 se disocian de Gpa1, lo que permite el 
reclutamiento de los factores Ste20 y Ste50 alrededor de Ste4 en la membrana. En esta ruta, 
existe una proteína andamio, Ste5, que interacciona con Ste4 y con las MAPKs Ste11, Ste7 
y Fus3, que se unen al complejo y se activan de forma secuencial mediante fosforilación.  
La MAPK Fus3 activa la transcripción de genes específicos de mating y promueve 
la parada temporal del ciclo celular para formar las prolongaciones celulares o shmoos, 
produciéndose así cambios en la pared y membrana celular para preparar la fusión con la 
célula del otro tipo sexual (Schwarts y Madhani, 2004). 
La vía de crecimiento filamentoso (FG)  
Esta ruta se activa en ambientes donde hay limitación de nutrientes, produciéndose 








óptimo ovalado) y proliferan sólo por un polo de la célula. Así, las gemas de las células 
hijas emergen únicamente por el polo opuesto al que finalizó el nacimiento de la madre. Se 
desconoce la molécula que actúa como receptor en esta ruta y su mecanismo de actuación, 
aunque se ha descrito que algunas proteínas de membrana como Sho1, Msb2 (Cullen y col., 
2004), Mep2 (Lorenz y Heitman, 1998) y Gpr1 (Van Nuland y col., 2006) son necesarias 
para que se de el crecimiento filamentoso. Aunque no se conoce el mecanismo de 
activación de la misma, la proteína G Ras2 es en este caso la encargada de activar a Cdc42, 
aunque a diferencia de la vía PH, no se forma ningún complejo en la membrana, ni hay 
proteína que actúe como andamio. Ste11 activa a la MAPKK Ste7 (también presente en la 
ruta PH), que a su vez activa a la MAPK Kss1, responsable de la inducción de genes de 
respuesta del crecimiento filamentoso (Waltermann y Klipp, 2010). Es importante destacar, 
que para que se produzca un crecimiento filamentoso óptimo, además de Kss1, se necesitan 
al menos dos proteín quinasas más, efectores de rutas implicadas en la disponibilidad de 
nutrientes (que serán posteriormente explicadas con mayor detalle): Snf1 (proteína quinasa 
dependiente de 5’-AMP) y Tpk2/Pka2 (proteína quinasa dependiente de AMP cíclico) 
(Truckses y col., 2004; Verstrepen y Klis, 2006). Las otras PKAs, Tpk1 y Tpk3, son 
reguladores negativos del crecimiento filamentoso. 
La vía de la PKC o Integridad de la pared celular (CWI) 
También conocida como de estrés de la pared celular, esta ruta (Figura 1.13) se 
activa bajo distintas condiciones de estrés que alteran la estructura y función de la pared 
celular, como calor o choque térmico, hipo-osmolaridad, glucanasas, agentes de unión a 
quitina (Calcofluor, Congo Red), estrés oxidativo… (Harrison y col., 2004; Levin, 2005).  
 
Figura 1.13. Representación esquemática de las vías de señalización CWI y esporulación en S. 
cerevisiae. Adaptado de Waltermann y Klipp (2010). 







La vía de la PKC es una cascada simple de MAPK y no presenta elementos 
comunes con la vía HOG. Tampoco se da, tal como se observa en las Figuras 1.12 y 1.13, 
la interconexión observada entre las vías PH/FG, aunque sí existen entre la vía HOG y la de 
la PKC (o CWI) algunos mecanismos de conexión, revisados entre otros en Bermejo y col. 
(2008) y Fuchs y Mylonakis (2009). 
La vía de Esporulación 
Es la más desconocida de las 5 rutas de MAPK (Figura 1.13). En ausencia de 
fuentes de carbono fermentables y de nutrientes esenciales como nitrógeno, sulfuro o 
fosfato, los diploides MATa/MATα realizan meiosis para formar esporas resistentes. Los 
mutantes en la MAPK Smk1, aunque son capaces de realizar esta meiosis, son defectivas 
en el ensamblaje de las capas de la pared de las esporas (Huang y col., 2005). Sólo se 
conoce de la ruta los activadores de la MAPKKK: Ama1, Cak1 y Sps1. 
Ejemplos de interconexión entre rutas  
Dada la gran cantidad de elementos comunes entre las distintas rutas de 
señalización, la interconexión entre ellas debe estar estrechamente regulada, para prevenir 
su activación indeseada.  
Se han descrito hasta el momento varios mecanismos para prevenir la interconexión 
entre rutas indeseada: El primer de ellos se basa en interacciones físicas (docking) proteína-
proteína, directas y específicas, entre dos elementos consecutivos de la ruta (Bardwell, 
2006) o interacciones vía una proteína andamio que mantiene juntos dos o más 
componentes de la misma ruta (Dard y Peter, 2006). Ambas variantes limitan el flujo de 
señalización dentro de una misma vía. Otra posibilidad es la inhibición cruzada, donde un 
elemento activado de la ruta (MAPK, por ejemplo) inhibe elementos de otra ruta, 
impidiendo que la transducción de la señal se haga extensiva a rutas no deseadas (Schwarts 
y Madhani, 2004). Finalmente, la cinética de activación de los elementos también es un 
factor de regulación importante, ya que algunos se activan mediante pulsos rápidos y 
transitorios mientras que otros lo son por señales intensas y más prolongadas (Behar y col., 








La vías PH y FG presentan varios elementos comunes (Figura 1.12): la MAPKKK, 
la MAPKK (Ste11àSte7) y algunos de los elementos reguladores de Ste11, como Cdc42 y 
Ste20. Las feromonas, sin embargo, activan la MAPK Fus3 y no la Kss1 debido a la 
proteína andamio Ste5 (Elion, 2001), que además de mantener las MAPKs 
Ste11àSte7àFus3 juntas, es imprescindible para que se den las dos reacciones de 
activación mediante fosforilación entre ellas (Flatauer y col., 2005). La vía FG se activa en 
las condiciones de limitación de nutrientes detectadas por Msb2, aunque también están 
implicadas Sho1, Opy1, Ste50, Cdc42 y Ste20 (Yang y col., 2009) pero no Ste5, y en estas 
condiciones se activan respuestas dependientes de Kss1, y no de Fus3.  
Del mismo modo, si bien la vía PH es dependiente de la proteína andamio Ste5, la 
vía HOG depende de Sho1 y Pbs2. Además, Ste7 no tiene afinidad por la MAPK Hog1, por 
lo que es sencillo de entender que, aunque compartan la MAPKKK Ste11, ambos módulos 
están separados de forma segura tanto por interacciones directas proteína-proteína, como 
por sus respectivas proteínas andamio (Zarrinpar y col., 2004; Reményi y col., 2005).  
Tal como se ha señalado anteriormente, las rutas HOG y FG muestran, además de 
Ste11, muchos elementos reguladores comunes, situados en la ruta antes de las MAPK, 
incluidos los sensores Sho1 y Msb2 y la proteína de anclaje a membrana Opy2 (Figura 
1.12). No obstante, el osmoestrés activa Kss1 sólo de forma débil y transitoria (Shock y 
col., 2009) mientras que los defectos de glicosilación (que activan Kss1) no activan a Hog1 
(Yang y col., 2009). El hecho de que en mutantes Δpbs2 o Δhog1 bajo condiciones de 
osmoestrés se active Kss1 y el crecimiento celular polarizado (O’Rourke y Herskowitz, 
1999), así como que la activación de Hog1 (vía osmoestrés o sobreexpresión de Pbs2) 
inhiba las respuestas FG (Pitoniak y col., 2009) sugiere un mecanismo de inhibición entre 
las dos rutas, mediado, al menos, por la MAPK Hog1 (Westfall y Thorner, 2006), aunque 
de momento se desconoce la identidad del sustrato de Hog1 en la vía FG. Saito (2010) 
sugiere que podría ser una supuesta proteína andamio de esta vía, tal como se muestra en la 
Figura 1.12. 
Otro ejemplo de inhibición cruzada es el llevado a cabo por la MAPK Fus3 que, en 
respuesta a feromonas, fosforila el factor de transcripción Tec1 (Figura 1.12), diana de 
Kss1 y responsable de la activación de genes de respuesta a crecimiento filamentoso. Al ser 







fosforilado, Tec1 es rápidamente ubiquitinado y degradado, evitándose de nuevo que bajo 
el estímulo de feromonas se active una respuesta de FG (Sabbagh y col., 2001). También se 
ha propuesto que en respuesta a osmoestrés Hog1 inhibe a este nivel la vía FG, no mediante 
la fosforilación y degradación de Tec1, sino afectando a la unión de este factor de 
transcripción al DNA (Shock y col., 2009). 
Esto son sólo alguno de los varios mecanismos existentes y que dejan patente la 
evidente complejidad de los mecanismos de regulación de las redes de señalización en la 
levadura de gemación.  
Otras rutas de transducción de señales importantes en S. 
cerevisiae 
Los nutrientes proporcionan a las células la energía necesaria para crecer, 
reproducirse y construir todas las estructuras necesarias. No es de extrañar, por tanto, que 
regulen también las principales rutas de señalización de los organismos. El mecanismo de 
represión por glucosa, la vía de la PKA (Proteína quinasa A) y la vía TOR (Target of 
Rapamicine) son las principales rutas implicadas en crecimiento celular y disponibilidad de 
nutrientes. 
Mecanismo de represión por glucosa: Snf1 
La glucosa es la fuente de carbono fermentable preferida por la levadura S. 
cerevisiae para obtener energía. Cuando este azúcar (u otros similares rápidamente 
fermentables como fructosa o manosa) está presente en el medio se activa una compleja red 
de señalización para inactivar el transporte y metabolismo de fuentes de carbono 
alternativas menos eficientes (Petrenko y col., 2013), y se reprime la transcripción de genes 
implicados en la respiración celular (ciclo de Krebs y cadena de transporte electrónico), 
gluconeogénesis, ciclo del glioxilato y transporte y degradación de fuentes de carbono 
alternativas (Gancedo, 1998). 
La quinasa activada por AMP Snf1 y el represor transcripcional Mig1 desempeñan 
un papel fundamental en el mecanismo de represión por glucosa. En condiciones de 








residuo Thr210 (Carlson y col., 1981). Esta modificación es dependiente de tres quinasas 
parcialmente redundantes: Sak1, Tos3 y Elm1 (Hong y col., 2003; Sutherland y col., 2003). 
Una vez activada, Snf1 promueve el metabolismo respiratorio, la acumulación de 
glucógeno, la gluconeogénesis, la autofagia, el ciclo del glioxilato, la biogénesis de 
peroxisomas y el envejecimiento (Lin y col., 2003; Hedbacker y Hedbak, 2008; Usaite y 
col., 2009).  Su mecanismo de actuación, tal como se muestra en la Figura 1.14, es llevado 
a cabo mediante la activación de los factores de transcripción Adr1, Sip1 y Cat8, y la 
inactivación de la proteína represora Mig1.  
 
Figura 1.14. Esquema del mecanismo de represión por glucosa en S. cerevisiae. La quinasa Snf1 
orquesta la represión por glucosa de fuentes de carbono alternativas y de genes implicados en 
respiración y gluconeogénesis. Adaptado de Conrad y col. (2014). 
Mig1, al ser fosforilada, se disocia de Hxk2 y se transloca al citoplasma, por lo que 
deja de ejercer en el núcleo su acción sobre la transcripción de genes respiratorios y 
gluconeogénicos, que, al igual que SUC2, podrán ser ahora expresados para hacer frente a 
las condiciones de ausencia de glucosa. 
En condiciones de presencia o abundancia de glucosa, Snf1 está inactiva mediante 
la acción de las fosfatasas Reg1 y Glc7, y en consecuencia, Mig1 está activa y unida a 
Hxk2 en el núcleo, por lo que ejerce, junto con el corepresor Cyc8-Tup1 (McCartney y 
Schmidt, 2001), el mecanismo de represión por glucosa. 







Vía de la PKA 
La vía de la proteína quinasa A es otra ruta importante que detecta la presencia de 
glucosa extracelular, condición óptima de nutrientes que reprime la adaptación y respuesta 
al estrés en general, y estimula la fermentación y el crecimiento y proliferación celular 
(Smets y col., 2010). 
Tal como se muestra en la Figura 1.15, S. cerevisiae dispone de un sistema dual de 
detección de glucosa. Por una parte, el receptor Gpr1, reconoce la glucosa extracelular, 
mientras que el sistema sensor Cdc25-Sdc25-Ras1/2-Ira1/2 (Rolland y col., 2000) detecta la 
glucosa intracelular fosforilada por la hexoquinasa Hxk1/2, implicada en la glicolisis. 
Ambos modos de detección de glucosa convergen en la activación de la adenilato ciclasa 
(AC), cuyo incremento de actividad resulta en un augmento de los niveles intracelulares de 
cAMP (Colombo y col., 1998; Versele y col., 2001). El cAMP se une a la subunidad 
reguladora de la PKA, Bcy1, haciendo que se disocie del complejo y que queden libres y 
activas las subunidades catalíticas Tpk1-3. 
 
Figura 1.15. Esquema de la ruta de la PKA en S. cerevisiae. En presencia de glucosa se activa la 
adenilato ciclasa (AC) lo que resulta en un direccionamiento de la expresión génica hacia el 
crecimiento fermentativo rápido. Adaptado de Conrad y col., (2014). 
Las Tpks ejercen ahora una serie de acciones, entre ellas, inactivar la quinasa Snf1 
(Figura 1.14), lo que promueve, como se ha explicado anteriormente, la represión de genes 
implicados en gluconeogénesis, respiración, uso de sustratos alternativos, etc. (Thevelein y 








inhibir el crecimiento más lento, dependiente de respiración o de fase estacionaria. El 
mecanismo de actuación es a través de la fosforilación directa de enzimas citosólicos 
(Schepers y col., 2012) y de la regulación de la expresión génica. En este sentido, PKA 
fosforila e inhibe Rim15, regulador positivo de importantes factores de transcripción, como 
Gis1 o Msn2/4 (Cameroni y col., 2004). De este modo, en condiciones óptimas de glucosa 
y nutrientes, se evita que se active la respuesta general a estrés (ESR), asegurando así el 
óptimo crecimiento de la célula. 
Vía TOR (Target of Rapamicine) 
La ruta TOR (Figura 1.16) regula el crecimiento celular en función de la 
disponibilidad de nutrientes, activándolo si hay condiciones óptimas de fuentes de carbono 
y nitrógeno (Thomas y Hall, 1997). Por tanto, permite interconectar los mecanismos de 
represión por glucosa y la PKA con el metabolismo del nitrógeno. La inactivación de TOR 
afecta a múltiples procesos del metabolismo celular, crecimiento y longevidad (Inoki y col., 
2011).  
 
Figura 1.16. Esquema de la vía TOR en S. cerevisiae. Adaptado de Conrad y col. (2014). 
En levadura existen dos proteínas TOR, Tor1 y Tor2. Ambas actúan en complejos 
con otras proteínas. Se denomina TORC1 al complejo formado por Tor1 y Tor2 asociadas 
con Kog1, Lst8 y Tco89 (Reinke y col., 2004) y TORC2 al constituido por Tor2 junto con 







Avo1-3, Bit61 y Lst8 (Loewith y col., 2002). TORC1 es sensible a rapamicina, y controla 
la expresión de genes implicados en la síntesis de proteínas (rRNAs, tRNAs y proteínas 
ribosomales), en la utilización de nitrógeno (sometidos a represión por catabolito de 
nitrógeno, NCR) y en la vía de señalización retrógrada mitocondrial (RTG). TORC2 no es 
sensible a rapamicina y afecta a la organización del citoesqueleto de actina, endocitosis, 
síntesis lipídica y supervivencia celular. 
TORC1 está regulado en la membrana vacuolar por la acción de cuatro proteínas, 
Ego1, Ego3, Gtr1 y Gtr2 (Dubouloz y col., 2005). Como muestra la Figura 1.16, en 
presencia de fuentes de nitrógeno preferentes, es decir, aquéllas que pueden ser fácilmente 
convertidas en glutamato (Glu) y glutamina (Gln), los principales precursores de la 
biosíntesis de aminoácidos, TORC1 está activo y causa la represión de genes implicados en 
el metabolismo de fuentes de nitrógeno menos preferentes (mecanismo NCR, Nitrogen 
Catabolite Repression) (Rohde y col., 2008). TOR1C ejerce su control vía dos efectores, 
Sch9 y el complejo Tap42 fosfatasa (Loewith y Hall, 2011). TORC1 activo fosforila y 
activa a su vez a Sch9, que modula la traducción y el tamaño celular obtenido antes de la 
división celular (Jorgensen y col., 2004). Pero además, Sch9 fosforila y secuestra en la 
membrana a Rim15, encargada de activar, como se indicó anteriormente, a los factores 
transcripcionales Gis1 y Msn2/4 (Wanke y col., 2008). Así, de nuevo, bajo óptima 
disponibilidad de nutrientes (esta vez fuentes de nitrógeno preferentes) se evita la respuesta 
general a estrés mediante el control de la actividad de Msn2/4. 
En presencia de rapamicina o ausencia de fuentes de nitrógeno preferentes, TORC1 
está inactivo, Sch9 se desfosforila rápidamente (como sucede también en ausencia de 
fuentes de carbono, Binda y col., 2009) y ante esta situación desfavorable sí estaría activa la 
respuesta general a estrés. Estas condiciones también promueven la desfosforilación de las 
fosfatasas Tap42 (Yan y col., 2006), que dejan de estar asociada a TORC1 y, al liberarse en 
el citoplasma, reducen la fosforilación de Ure2, Gln3 y Gat1, lo que promueve la 
localización nuclear de las dos últimas, y por tanto la expresión de genes controlados por 
represión de catabolito de nitrógeno (Duvel y col., 2003), para suplir la ausencia de 
nitrógeno en el medio. Además, tanto la rapamicina como la ausencia de nutrientes activan 
la vía de integridad de la pared celular (CWI) que como se describió anteriormente es una 








La respuesta a alta glucosa 
Tal como se ha señalado en el apartado anterior, la glucosa es la fuente de carbono 
fermentable preferida por S. cerevisiae para obtener energía. El estrés osmótico es una 
condición adversa que también se ha descrito ampliamente a lo largo de esta introducción, 
y uno de los osmolitos causantes del mismo puede ser la glucosa, cuando está en el medio 
de crecimiento en concentraciones superiores a las óptimas.  
En estas condiciones la célula entra en un paradógico dilema pues, por una parte, la 
alta osmolaridad del medio hace que se active la vía de respuesta a osmoestrés HOG 
(Remize y col., 2003; Jiménez-Martí y col., 2011), con todo lo que ello supone para la 
célula en cuanto a la puesta en marcha de los mecanismos adaptativos a esta situación 
desfavorable. Pero, por otro lado, el exceso de nutrientes en forma de glucosa en el medio 
hace que se active el mecanismo de represión por glucosa, así como la vía de la PKA 
(Conrad y col., 2014), ya que ambas rutas responden a la glucosa extracelular, y entienden 
su presencia como una condición favorable de disponibilidad (aunque en exceso) de 
nutrientes. 
Las células de levadura están sometidas a estrés por altas concentraciones de azúcar 
durante su utilización en importantes procesos biotecnológicos como, por ejemplo, la 
producción de bebidas alcohólicas (Attfield, 1997; Myers y col., 1997; Pretorius y Bauer, 
2002). Es por ello que el osmoestrés causado por glucosa ha sido ampliamente estudiado en 
el contexto de la fermentación, tanto al inicio de la vinificación (Perez-Torrado y col., 
2002a; Zuzuarregui y del Olmo, 2004b) como en fases avanzadas de la misma (Riou y col., 
1998). 
Estudios transcriptómicos en presencia de elevadas 
concentraciones de glucosa 
Aunque en este trabajo no se reproducen las condiciones de fermentación, ni se 
realizan análisis con cepas vínicas, hay algunos estudios interesantes al respecto que 
pueden ayudar a entender la complejidad de la respuesta al osmoestrés causado por glucosa. 
La concentración de este azúcar considerada más frecuentemente en estos análisis ha sido 







del 20% (p/v) o 1.1 M, puesto que se aproxima a la que se suele encontrar en los mostos al 
inocular las levaduras. Esta concentración equivale en términos de estrés osmótico a 
sorbitol 1M y NaCl 0.6M (actividad del agua 0.981; Chen, 1989). 
Como se ha comentado anteriormente, en los estudios transcriptómicos llevados a 
cabo para entender la respuesta a osmolitos como sal o sorbitol (Gasch y col., 2000; Posas 
y col., 2000; Rep y col., 2000; Causton y col., 2001; Hirasawa y col., 2006) se han descrito 
cambios en la expresión de genes implicados en el metabolismo de glucosa, trehalosa y/o 
glucógeno, la regulación redox y la respuesta a estrés. La respuesta molecular de la 
levadura a alta glucosa presenta muchos aspectos necesariamente comunes con estas 
condiciones de osmoestrés, ya que, como se ha comentado con anterioridad, también en 
presencia de dicho osmolito se activa la vía HOG (Remize y col., 2003; Jiménez-Martí y 
col., 2011). Así, los estudios transcriptómicos globales llevados a cabo por Kaeberlein y 
col. (2002) describieron un incremento en la expresión de genes relacionados con la 
biosíntesis de glicerol y trehalosa bajo condiciones de 20% (p/v) de glucosa. Erasmus y 
col., (2003) llevaron a cabo otro análisis transcriptómico en la cepa vínica Vin13 
comparando 40% con 20% de glucosa y observaron una mayor expresión en la primera 
condición de los genes implicados en las rutas glicolítica y de los fosfatos de pentosa, así 
como en la formación de ácido acético a partir de acetaldehído; la expresión era menor en 
genes relacionados con la biosíntesis de novo de purinas, pirimidinas, histidina y lisina. 
Marks y col. (2008) identificaron 223 genes inducidos fuertemente en distintas etapas de la 
fermentación, designados como FSR (Fermentative Stress Response), e implicados también 
en transporte, organización subcelular, modificación de proteínas, metabolismo del mRNA, 
respuesta a estrés y transcripción. 
Otros estudios, realizados durante procesos de fermentación alcohólica con mostos 
con alta concentración de azúcares, describen cambios inesperados en la expresión génica 
que afectan, por ejemplo, a genes regulados por represión por catabolito de carbono 
(Rossignol y col., 2003; Zuzuarregui y col., 2006; Mendes-Ferreira y col., 2007) o algunos 
genes de respuesta a estrés (Pérez-Torrado y col., 2002a). 
En un estudio más reciente, llevado a cabo en 2011 en nuestro grupo por Jiménez-
Martí y colaboradores se observó que los genes que mostraban una expresión superior a dos 








contiene un 2% de glucosa) se podían clasificar en tres categorías: i) genes implicados en el 
metabolismo del glicerol, ii) genes que participan en la respuesta a estímulos químicos y iii) 
genes de función desconocida. Además, la mayoría de genes que presentaban el 
comportamiento contrario, es decir, reprimidos bajo estas condiciones de estrés, estaban 
relacionados con la fosforilación oxidativa, y el ciclo de Krebs y de la urea.  
En 2011, Zakrzewska y colaboradores realizaron un rastreo con una colección de 
mutantes por deleción para identificar genes implicados en la supervivencia a estrés y 
encontraron una correlación inversa entre tasa de crecimiento y resistencia a condiciones 
adversas. Demostraron, utilizando medios con elevadas concentraciones de glucosa, que la 
reducción de la tasa de crecimiento favorecía una distribución de los recursos hacia las 
funciones de tolerancia a estrés, y sugirieron un importante papel de la histona desacetilasa 
Rpd3 en la adquisición de tolerancia a ácido acético y estrés por calor. 
A pesar de toda esta información y de la proporcionada por otros estudios 
relacionados, realizados con cepas vínicas o de laboratorio en presencia de elevadas 
concentraciones de glucosa, todavía no se ha llevado a cabo un estudio comparativo directo 
que permita una buena comparación con respecto a lo que ocurre en presencia de los 
osmolitos más  analizados, sorbitol y sal. 
Particularidades de la respuesta a alta glucosa 
Los estudios transcriptómicos descritos anteriormente revelan diferencias en los 
patrones de expresión génica derivadas de la naturaleza del osmolito considerado. Estas 
diferencias están fundamentalmente relacionadas con el mecanismo de represión por 
glucosa y el funcionamiento de la ruta de la proteín quinasa A.  
Si bien algunos estudios de expresión génica llevados a cabo tras una corta 
incubación en presencia de 20% (p/v) de glucosa (Pérez-Torrado y col., 2002a; Jiménez-
Martí y col., 2011) parecen sugerir un efecto represor adicional debido al aumento de 
glucosa presente en el medio, existen otros datos que apuntan en otra dirección. Así, en 
2008, Marks y colaboradores describieron una atenuación parcial del mecanismo de 
represión por glucosa durante el proceso de fermentación que podría ser consecuencia de la 







respuesta al incremento de la concentración de etanol en el medio, pues la producción de 
éste durante la vinificación es otro elemento clave que afecta al crecimiento de las células.  
Por otra parte, dado que en presencia de glucosa está activa la vía de la PKA, se ha 
sugerido que las diferencias en la respuesta a alta glucosa deben estar relacionadas con la 
inhibición de la actividad de Msn2/4 (Capaldi y col., 2008), por lo que estos autores han 
propuesto un cambio en el programa de expresión dependiente de Hog1 hacia los genes 
regulados por Sko1 y Hot1, factores transcripcionales que ganarían, por tanto, un mayor 
protagonismo en esta condición que en el osmoestrés causado por sal o sorbitol.  
Con todo, la activación y entrada en el núcleo de Hog1 bajo el osmoestrés por 
azúcar debe permitir a estos factores de transcripción ser reclutados a las regiones 
reguladoras de los genes de respuesta a estrés, para direccionar y reclutar a su vez el 
complejo Hog1-RNApolII que haga posible su transcripción (Cook y O’Shea, 2012; Nadal-
Ribeles y col., 2012).  
El gen de respuesta a estrés YHR087W 
Uno de los genes de función desconocida encontrados en el estudio transcriptómico 
citado anteriormente (Jiménez-Martí, 2011), que se induce aproximadamente 5 veces bajo 
condiciones de 20% (p/v) de glucosa es YHR087W/RTC3, que codifica una proteína 
pequeña de 111 aminoácidos (12kDa), cuyos niveles también se incrementan de forma 
perfectamente correlacionada a la inducción del gen en estas condiciones. 
La expresión de este gen también se incrementa en presencia de los osmolitos sal y 
sorbitol, así como bajo otras condiciones adversas distintas al estrés hiperosmótico, como 
choque térmico, daño oxidativo, etanol, pHs ácidos o básicos y fase estacionaria (Gasch y 
col., 2000; Causton y col., 2001; Capaldi y col., 2008). 
Resultados obtenidos en estudios recientes han aportado evidencias acerca de la 
importancia de este gen en la respuesta a altas concentraciones de glucosa. Por una parte,  
su sobreexpresión en cepas vínicas mejora su comportamiento fermentativo y su tolerancia 
a estrés (Jiménez-Martí y col., 2009). Además, cepas con mayor resistencia a osmoestrés 
presentan niveles más altos de mRNA de este gen (Jiménez-Martí y col., 2011). 








viabilidad y disminución en el consumo de glucosa en presencia de concentraciones de 
dicho azúcar del 20% y 30% (Jiménez-Martí y col., 2011). 
Desde el punto de vista estructural, Yhr087w presenta homología con la familia de 
proteínas relacionadas con SBDS (Savchenko y col., 2005). SBDS es la proteína humana 
cuya mutación provoca el Síndrome de Shwachman-Bodian-Diamond, una enfermedad rara 
autosómica recesiva entre cuyos síntomas clínicos destacan disfunción hematológica, 
insuficiencia pancreática y anormalidades esqueléticas, presentando los enfermos que la 
padecen una mayor predisposición a desarrollar mielodisplasia y leucemia (Bodian y col., 
1964; Shwachman y col., 1964; Ginzberg y col., 1999). El ortólogo en levadura de la SBDS 
humana es Sdo1 (Boocock y col., 2006) y, dada la similitud estructural que presenta 
Yhr087w con la parte N-terminal de Sdo1 (Figura 1.17), se ha propuesto que podría realizar 
una función similar o redundante a la de Sdo1, que se une el RNA, interacciona con 
factores que procesan el rRNA y está implicada en la maduración de la subunidad 
ribosomal 60S (Savchenko y col., 2005; Menne y col., 2007; Luz y col., 2009). 
 
Figura 1.17. Modelización informática de la estructura de las proteínas de S. cerevisiae Sdo1 y 
Yhr087w. Realizada mediante las herramientas A) Geno3d (Pôle Bioinformatique Lyonnais (PBIL) 
del paquete Expasy (SIB Bioinformatics Resourse Portal)) y B) PSIPRED (University College 
London, Department of Computer Science. Bioinformatics group) del paquete ExPASy  
(www.expasy.org/proteomics). 







Además, resultados obtenidos en varios estudios de otros autores, relacionan la 
función de Yhr087w con distintas etapas del proceso de expresión génica, pudiéndosele 
asignar a esta proteína funciones muy diversas, en el contexto de la transcripción y su 
control (Costanzo y col., 2010), procesamiento y transporte del RNA, o traducción y 
procesos post-traduccionales (Savchenko y col., 2005). Incluso se le ha llegado a atribuir 
una posible función relacionada con la estabilidad telomérica (Adinall y col., 2008). La 
mayoría de estas evidencias provienen de estudios globales de interacciones genéticas, por 
lo que por el momento se desconoce la función de la proteína y su relación con la respuesta 












































































Teniendo en cuenta los antecedentes comentados en la sección de Introducción, en 
esta Tesis Doctoral se pretende profundizar en cómo responden las levaduras al estrés 
osmótico provocado por elevadas concentraciones de glucosa y qué papel desempeñan en 
dicha respuesta las proteínas Hot1 e Yhr087w. 
Los objetivos concretos a desarrollar son los siguientes: 
 
1.- Análisis funcional de Yhr087w/Rtc3, proteína de S. cerevisiae cuyos niveles se 
incrementan en respuesta a distintos tipos de estrés y, especialmente, en condiciones de alta 
osmolaridad. Se analizará la regulación diferencial de la expresión del gen en distintas 
condiciones de estrés. Además, se pretende conocer las interacciones físicas que establece 
con otras proteínas y su función en el contexto de la respuesta a estrés osmótico. 
 
2.- Estudio de los elementos de secuencia del factor transcripcional de respuesta a 
estrés osmótico Hot1 esenciales para su funcionalidad y, por tanto, para la expresión de sus 
genes diana. En particular, se tratará de entender el mecanismo de activación llevado a cabo 
por la MAPK Hog1 sobre Hot1 en condiciones de osmoestrés. En estos análisis se 
utilizarán YHR087W y STL1 como modelo de genes de respuesta a estrés osmótico 
regulados respectivamente parcial y completamente por Hot1. 
 
3.- Análisis de la interacción de Hot1 con el DNA. Se pretende determinar el 
dominio de unión al DNA del factor transcripcional, así como la secuencia de 
reconocimiento en los promotores de sus genes diana. Para ello, se utilizarán diversas 
estrategias. Por un lado, se procederá al estudio transcriptómico del mutante por deleción 
Δhot1 para determinar la totalidad de los genes regulados por Hot1 en condiciones de 
osmoestrés, así como al análisis in silico de la secuencia de los promotores de dichos genes 
para hallar posibles secuencias consenso. También se intentará demostrar in vitro e in vivo 









4.- Profundizar en la función del factor transcripcional Hot1 en la expresión génica 
mediante el estudio de las interacciones físicas proteína-proteína de Hot1. Se prestará 
especial atención al análisis de la fosforilación del factor transcripcional en diversas 
condiciones de osmoestrés en mutantes de quinasas diferentes a la MAPK Hog1. También 
se estudiará la implicación de la interacción de Hot1 con el co-activador transcripcional 
Sub1 y la posible participación de Hot1 en la elongación transcripcional. 
 
5.- Entender las peculiaridades que presenta el estrés osmótico causado por 
elevadas concentraciones de glucosa en comparación con el producido por otros osmolitos 
estudiados tradicionalmente, como sal o sorbitol. Para cumplir este objetivo se recurrirá al 
análisis molecular de la implicación de los factores transcripcionales de respuesta a estrés 
Msn2/4 y Hot1 en respuesta a alta glucosa. Además, se llevará a cabo un análisis 
transcriptómico global para identificar genes inducidos y reprimidos de forma diferencial 
en sorbitol y alta glucosa. Se determinarán las implicaciones fisiológicas a nivel celular del 
















































3.1. Capítulo 1  
 
The Saccharomyces cerevisiae Hot1p regulated 
gene YHR087W (HGI1) has a role in translation 










































































































































































































Figure 3.1.S1 Defects of the YHR087W deletion mutant under osmotic stress conditions. 
Growth of the BY4742 and Δyhr087w strains under several conditions of osmotic stress (25% 
glucose, 30% glucose and KCl 1 M). Serial dilutions from the cultures of these strains were spotted 




Figure 3.1.S2. Relative binding of Yhr087wp to the 5’ and 3’ regions of the HSP104 gene under 
conditions of osmotic and heat shock stress determined by chromatin immunoprecipitation 
experiments (ChIP). The cells growing exponentially in YPD medium were incubated for 20 min in 
the same medium at 37°C or in YP20 at 30°C before collecting samples and carrying out the 
chromatin immunoprecipitation protocol described in the Materials and Methods section. The 












Figure 3.1.S3. Hsp104 protein levels in the wild type and the Δyhr087w strains. The yeast cells 
carrying a Yhr087Wp-TAP tagged version were exponentially grown in YPD before being 
transferred to YP20 medium or affected by a heat shock of 39°C. At several timepoints after addition 
of sugar, samples were obtained for the protein studies. Protein levels were analyzed by Western blot 
using a-PAP antibody. Panel A shows a representative figure of the results of the experiment. In 
panel B the data obtained from the quantification of three independent experiments are shown, 
including the average and standard deviation. 
 
Figure 3.1.S4. Sequence alignment between fungal protein homologues to S. cerevisiae 
Yhr087wp. Alignment was carried out as described in the Materials and Methods section. Identical 
residues are written with the same colour and shadowed in black. The black rectangles below the 
sequences indicate regions with a high degree of conservation between the proteins considered. 
 







Table 3.1.S1. Yeast strains used in this work. 
Strain Description  Origin 
MCY1389 MATa, ura3-52, leu2::HIS3, SUC2 F. Estruch (Estruch and Carlson, 1993) 
BQS110 MCY1389 bcy1::LEU2 F. Estruch  (Estruch and Carlson, 1993) 
FY86 MATα , ura3, his3, leu2 Laboratory stock 
BQS2071 FY86 YHR087W::GFP::kanMX4 This work 
TM141 MATa, his3Δ1, leu2Δ0, trp1Δ0, ura3Δ0 F. Posas (Alepuz et al., 2003) 
TM233 TM141 hog1Δ::TRP1 “ 
W303-1a MATa, ade2-1, trp1-1, can1-100, his3-11,15, leu2-3,112, ura3-1 Thomas and Rothstein, 1989 
W303-1a Δmsn2Δmsn4 W303-1a msn2Δ3::HIS3, msn4-1::TRP1 F. Estruch (Estruch and Carlson, 1993) 
W303-1a Δhot1 W303-1a hot1:: kanMX4 P. Alepuz (Alepuz et al., 2003) 
BY4741 MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0  Euroscarf 
BY4742 MATα, his3Δ1, leu2Δ0, lys2Δ0, ura3Δ0  Euroscarf 
Δyhr087w BY4742 yhr087w::kanMX4       “ 
PAY575 BY4741 sko1::kanMX4       “ 
Δsti1 BY4741 yor027w::kanMX4       “ 
Δscp160 BY4741 yjl080c::kanMX4       “ 
Δtif4631 BY4741 ygr162w::kanMX4       “ 
YRP840 MATa leu2-3 112 his4-539 trp1 ura3-52 cup1::LEU2/PGK1pG/MFA2pG Hatfield et al., 1996 
YRP1321 (cdc33ts) 
MATα  leu2 trp1 ura3 cdc33::LEU2 
cup1::LEU2/PGK1pG/MFA2pG [cdc33-
42/TRP1] 
Schwartz and Parker, 1999 
Δsti1 Δyhr087w Δsti1 yhr087w::URA3 This work 
Δscp160 Δyhr087w Δscp160 yhr087w::URA3       “ 
Δtif4631 Δyhr087w Δtif4631 yhr087w::URA3       “ 
cdc33ts Δyhr087w cdc33ts yhr087w::URA3       “ 
Δbcy1 Δyhr087w BQS110 yhr087w::URA3       “ 
YHR087W-TAP FY86 YHR087W::TAP::kanMX4 This work 
FY86 STI1-HA FY86 STI1::HA::HIS6MX This work 
YHR-TAP STI1-HA YHR087W-TAP STI1::HA::HIS6MX This work 
FY86 TIF4631-HA FY86 TIF4631::HA::HIS6MX This work 
YHR-TAP TIF4631-HA YHR087W-TAP TIF4631::HA::HIS6MX This work 
FY86 TIF32-HA FY86 TIF32::HA::HIS6MX This work 
YHR-TAP TIF32-HA YHR087W-TAP TIF32::HA::HIS6MX This work 
FY86 CDC33-HA FY86 CDC33::HA::HIS6MX This work 
YHR-TAP CDC33-HA YHR087W-TAP CDC33::HA::HIS6MX This work 
HOT1-TAP BY4741   HOT1::TAP::HIS3 Thermo 
HOT1-TAP Δhog1 HOT1-TAP hog1::URA3 This work 
SKO1-TAP BY4741   SKO1::TAP::HIS3 Thermo 
SKO1-TAP Δhog1 SKO1-TAP hog1::URA3 This work 
Y16036 BY4742 cna1::kanMX4 Euroscarf 
Δcna1Δyhr087w Y16036 yhr087w::URA3 This work 
DAmP* TIF32 BY4741 tif32-kanR-3’UTR Thermo 
DAmP TIF32 Δyhr087W DAmP TIF32 yhr087w::URA3 This work 
tif32ts YKO+ derived tif32::URA3 Ben Aroya et al., 2008 











Table 3.1.S2. Oligonucleotides used in this work. 
Oligonucleotide Sequence (5’ to 3’) Use 
ADH1-A AACGTTTCCGTTTCCGAAGC PCR of ADH1 gene “ 
ADH1-B AAACCTCTGGCGAAGAAGTC “ 
CLB2-UP GGAAATAGCCGCCAAAAGAC 
PCR for Chromatin 
inmunoprecipitation experiments 
CLB2-DOWN CTGAAACTCTATGCCCATGC “ 
CLN2-F ATCTTTTTCGTATCCTCCGC PCR for Chromatin inmunoprecipitation experiments 
CLN2-R AAAGGGCCAACAGTTGTTTC “ 
DELHOG-A 
ACAAAGGGAAAACAGGGAAAACTACAACTATC




HOG +200 TGACGGTTCTTGGAGTCT Confirmation of HOG1 disruption 
HOG -200 TGGCAGTGATGGACAGAT “ 
URA3 UP CTTAACTGTGCCCTCCAT Confirmation of HOG1 disruption 
DELW-A GATAAAAATAAGAAAACCATCGCATACACAAA
ATAAAATCAAACATTCGGTAATCTCCGAGC 
YHR087W  gene disruption with 
URA3 





YHR087W  gene disruption with 
KanMX in tif32ts 
DELYHR-R1 TATTTCAATGCAGGCTGTCCAGACAGAAGGAAAAGCTACGAATTCGAGCTCGTTTAAAC “ 
YHR087W +200 AATCATGTGTGACGAACG Confirmation of  YHR087W gene disruption 
YHR087W -200 TGTCGAACTCTTCGAAGT Confirmation of YHR087W gene disruption 
URA CHECK GCGAAGAGCGACAAAGA ” 
GPD1-1 TTGAATGCTGGTAGAAAG PCR of GPD1 gene 
GPD1-2 TGACCGAATCTGATGATC “ 
HSP78-A GTTGGGTGATGATGGTAAGA PCR of HSP78 gene 
HSP78-B GCCAATCCTTCGCTTCATCA “ 
HSP104-1 GCGGTCTTACCGATACCTGG PCR of HSP104 gene 
HSP104-2 GACTGAGCAGGCTCGTCAAGG “ 
HSP104 3’ R GATCCTTAGTGCCAGTTTGTTC Amplification of a 3’ region of HSP104 gene 
HSP104 3’ F GAAATTGAAGAGAGATTCGAGC “ 
HSP104 5’ R AGATCATAGTCGTAACGGC Amplification of a 5’ region of HSP104 gene 
HSP104 5’ F ATATGAACGACCAAACGC “ 
HSP-F2 ACGATAATGAGGACAGTATGGAAATTGATGATG
ACCTAGATCGGATCCCCGGGTTAATTAA 
HA-tagging of HSP104 gene 
HSP-R1 AAACGTTAAAATGTGAGCTCTTTTGCTCGGGTGTCAAGTTCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC “ 
CHECK HSP 5’ GAATGTCTGGAAGTTCTACC Confirmation of HA-tagging of HSP104 
CHECK HSP 3’ TTATCAACGCCATATGTCCC Confirmation of HA-tagging of HSP104 
Int-A GGCTGTCAGAATATGGGGCCGTAGTA Amplification of an intergenic region 
Int-B CACCCCGAAGCTGCTTTCACAATAC “ 
IPP1-A AAGAACAAGAAGTACGCTTTG PCR of IPP1 gene 
IPP1-B TTGGAGCATCTGCCTTT “ 
PDAQ-1 CTCCTCCAGAAGCCAAAT PCR of PDA1 gene 
PDAQ-2 CCTAGAGGCAAAACCTTG “ 
!
 








STI-F2 TTCAGACGTTGATCGCTGCTGGTATCATCCGGACTGGCCGCCGGATCCCCGGGTTAATTAA HA-tagging of STI1gene 
STI-R1 TGAGAAGATCATTATATGTACGTATGTATGAAAAAGCAGTAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC “ 
CHECK STI GCTGCGATCATGCAAGATCCT Confirmation of HA-tagging of STI1 gene 
STI +100 GATCCGGAGAACGACAGGAAA “ 
TIF4631-F2 ATATGTTCAGTGCATTAATGGGAGAAAGTGATGACGAAGAGCGGATCCCCGGGTTAATTAA HA-tagging of TIF4631 gene 
TIF4631-R1 TTAGACTTTCTACCAACATCCTTGTATCCAAGTGACATTTTGAATTCGAGCTCGTTTAAA “ 
CHECK TIF4631 5’ AAGAAATAGCCAAAGGGCTCC Confirmation of HA-tagging of TIF4631 gene 
CHECK TIF4631 3’ GCACAGTAAGAGGATTACCCA “ 
TIF32-F2 CTGAAAAGTTGAGAGCCAAGAGATTGGCCAAG
GGGGGCAGGCGGATCCCCGGGTTAATTAA 




CHECK TIF32 5’ ATCGAACAGAGACTAGCC Confirmation of HA-tagging of 
TIF32 gene 
CHECK TIF32 3’ AGTGCTCTTCCGCTAACG “ 
CDC33-F2 CCAGTGCCAATGGTAGACACCCTAACCATCAATCACCTTGCGGATCCCCGGGTTAATTAA HA-tagging of CDC33 gene 
CDC33-R1 TGTTAACATGATGAGTTTATACGTGCATCCTAACTAGTAGAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC “ 
CHECK CDC33 5’ TGCCTTATGGACTAAATC Confirmation of HA-tagging of CDC33 gene 
CHECK CDC33 3’ GTCCTTTTAACGTCATCC “ 
YGR052 R TCTTGAATTAGGCAAGGTTTCTC PCR of YGR052W gene 
YGR052 F GTTTTGGGAACAGTGGTCTG “ 
YHR087W-1 GGTAAGCTATCTGAAGTTGTC PCR of YHR087W gene 
YHR087W-2 ACTTCTTCGATCTTCTTG “ 
YHR087-F2 TCAAAACCAAAGGGGGTAACGCCGGGAACCAAAGCCTACAATCGGATCCCCCGGGTTAATTAA GFP-tagging of YHR087W 
YHR087-R1 TTATGACAGGGCAGCACGCCAATTTTAACTTATTGCATATTTCAAGAATTTGCAGCTCGTTTAAAC “ 
YHR check 5’ TGAGTTCGGTAAGGGCAAGAA 
Confirmation of GFP-tagging of 
YHR087W 
YHR check 3’ TGTGTGACGAACGCGA “ 
YHR087-TAP L AGTCTCAAAACCAAAGGGGGTAACGCCGGAACCAAAGCCTACAATTCCATGGAAAAGAGAAG TAP-tagging of YHR087W 
YHR087-TAP R TGTTCTTTCTACTACTGTAAAAGAAGAATGCATGCGTTATGACAGGGCGACTCACTATAGGG “ 
YHR CHECK 5’ TGAGTTCGGTAAGGGCAAGAA Confirmation of TAP-tagging of YHR087W 
OBS 292 TTGTATTTTCAGGGTGAGCTC “ 
YHRPRO-2A GTCCCTTTCTGACAATAAGACC Chromatin inmunoprecipitation 
YHRPRO-2B TGTTTCTGGCGATCCCTTCG “ 
YJL107C-1 GAAACCTCCACATACGTACC PCR of YJL107C gene 


























3.2. Capítulo 2  
 
Dissection of the elements of osmotic stress 
response transcription factor Hot1 involved in the 
interaction with MAPK Hog1 and in the activation 












































































































































































Table 3.2.S1. Yeast strains used in this work 
Strain Description Origin 
EGY40 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 M. del Olmo 
EGY40 pSH18-34 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34]    This work 
TWH C1 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.0] This work 
TWH C2 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.0] [pGAD424] This work 
TWH HOT.0 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.0] [pGAD.HOG.0] This work 
TWH HOT.1 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.1] [pGAD.HOG.0] This work 
TWH HOT.2 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.2] [pGAD.HOG.0] This work 
TWH HOT.3 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.3] [pGAD.HOG.0] This work 
TWH HOT.4 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.4] [pGAD.HOG.0] This work 
TWH HOT.5 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.5] [pGAD.HOG.0] This work 
TWH HOT.6 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.6] [pGAD.HOG.0] This work 
TWH HOT.R2/M2 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.R2/M2] [pGAD.HOG.0] This work 
TWH HOT.R3/M3 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.R3/M3] [pGAD.HOG.0] This work 
TWH HOT.KR4/M5 
MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.KR4/M5] 
[pGAD.HOG.0] This work 
TWH HOT.KR4Δ 
MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.KR4Δ] 
[pGAD.HOG.0] This work 
TWH HOT.ED5Δ MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.ED5Δ] [pGAD.HOG.0] This work 
TWH HOG.1 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.0] [pGAD.HOG.1] This work 
TWH HOG.2 MATa, ura3-52, his3, trp1, leu2 [pSH18-34] [pHOT.0] [pGAD.HOG.2] This work 
   
FY86 MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 Lab Stock 
FY86 HOT::TAP MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 HOT1-TAP::kanMX6  This work 
FY86 HOG::TAP MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 HOG1-TAP::kanMX6  This work 
FY86 pRS313-
HOTwt::3HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 [pRS313-Hotwt] This work 
FY86 HOT1::TAP 
pRS313-HOTwt::3HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 HOT1-TAP::kanMX6 [pRS313-Hotwt] This work 
   
W303 MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 Lab Stock 
W303 OH HOT.0 MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 [pSH18-34] 
[pHOT.0] 
This work 
W303 OH HOT.1 MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 [pSH18-34] 
[pHOT.1] 
This work 
W303 OH HOT.2 MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 [pSH18-34] [pHOT.2] This work 
W303 OH HOT.3 MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 [pSH18-34] [pHOT.3] This work 
W303 OH HOT.4 MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 [pSH18-34] [pHOT.4] This work 
!  








W303 OH HOT.R2/M2 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 [pSH18-34] 
[pHOT.R2/M2] This work 





MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 [pSH18-34] 
[pHOT.KR4/M5] 
This work 
W303 OH HOT.KR4Δ 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 [pSH18-34] 
[pHOT.KR4Δ] 
This work 
W303 OH HOT.ED5Δ 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 [pSH18-34] 
[pHOT.EDΔ] 
This work 
W303 hot1Δ  MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 P.M Alepuz 
W303 hot1Δ OH 
HOT.0 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.0] This work 
W303 hot1Δ OH 
HOT.1 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.1] This work 
W303 hot1Δ OH 
HOT.2 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.2] This work 
W303 hot1Δ OH 
HOT.3 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.3] 
This work 
W303 hot1Δ OH 
HOT.4 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.4] This work 
W303 hot1Δ OH 
HOT.R2/M2 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.R2/M2] This work 
W303 hot1Δ OH 
HOT.R3/M3 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.R3/M3] This work 
W303 hot1Δ OH 
HOT.KR4/M5 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.KR4/M5] 
This work 
W303 hot1Δ OH 
HOT.KR4Δ 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.KR4Δ] 
This work 
W303 hot1Δ OH 
HOT.ED5Δ 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.ED5Δ] 
This work 
W303 hog1Δ  MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::kanMX4 P.M Alepuz 
W303 hog1Δ OH 
HOT.0 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.0] This work 
W303 hog1Δ OH 
HOT.1 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.1] This work 
W303 hog1Δ OH 
HOT.2 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.2] This work 
W303 hog1Δ OH 
HOT.3 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.3] This work 
W303 hog1Δ OH 
HOT.4 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.4] 
This work 
W303 hog1Δ OH 
HOT.R2/M2 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.R2/M2] This work 
W303 hog1Δ OH 
HOT.R3/M3 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.R3/M3] This work 
W303 hog1Δ OH 
HOT.KR4/M5 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.KR4/M5] This work 
W303 hog1Δ OH 
HOT.KR4Δ 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::kanMX4 
[pSH18-34] [pHOT.KR4Δ] 
This work 
W303 hog1Δ OH 
HOT.ED5Δ 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::kanMX4 











MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 
[pRS313] This work 
W303 hot1Δ pRS313-
HOTwt::3HA 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 
[pRS313-hotwt] This work 
W303 hot1Δ pRS313-
HOTKR4/M5::3HA 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 
[pRS313-HotKR4/M5] This work 
W303 hot1Δ pRS313-
HOTkr4Δ::3HA 










MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::kanMX4 
[pRS313-hotwt] This work 
   
W303 hot1Δ (URA3) MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::URA3 This work 
W303 hot1Δ (URA3) 
HOG::TAP 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::URA3 
HOG1-TAP::kanMX6  This work 
W303 hot1Δ (URA3) 
HOG::TAP 
pRS313::3HA 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::URA3 
HOG1-TAP::kanMX6 [pRS313] This work 
W303 hot1Δ (URA3) 
HOG::TAP pRS313-
HOTwt::3HA 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::URA3 
HOG1-TAP::kanMX6 [pRS313-hotwt] This work 
W303 hot1Δ (URA3) 
HOG::TAP pRS313-
HOTKR4/M5::3HA 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::URA3 
HOG1-TAP::kanMX6  [pRS313-HotKR4/M5] This work 
W303 hot1Δ (URA3) 
HOG::TAP pRS313-
HOTED5Δ::3HA 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::URA3 
HOG1-TAP::kanMX6 [pRS313-HotED5Δ] 
This work 
W303 hot1Δ (URA3) 
HOG::TAP pRS313-
HOTEKR4Δ::3HA 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::URA3 
HOG1-TAP::kanMX6 [pRS313-HotKR4Δ] 
This work 
   
W303 hog1Δ (URA3) 
YCplac111-
HOGwt::3HA 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::URA3 
[YCplac111-HOGwt] 
This work 




MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::URA3 
HOT1-TAP::HIS3 [YCplac111-hogwt] This work 




MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::URA3 
HOT1-TAP::HIS3  [YCplac111-HogCDΔ] 
This work 
   
W303 pGAL::SSK2Δnt  
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
[PGAL1::SSK2Δnt] 
This work 
W303 stl1Δ  MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 stl1::kanMX4  P.M Alepuz 
W303 hgi1Δ   MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hgi1::kanMX4  This work 
W303 hot1Δ 
pGAL::SSK2Δnt  





MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hog1::kanMX4 
[PGAL1::SSK2Δnt] This work 
!  
 














MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hgi1::kanMX4 
[PGAL1::SSK2Δnt] This work 
W303 pGAL::SSK2Δnt 
pRS313::3HA 






MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 





























MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 



































Table 3.2.S2. Plasmids used in this work 
Plasmid Description Origin 
pBS2623 contains TAP tag with kanMX6 marker M Pamblanco 
YEp352 multicopy shuttle vector with URA3 marker Lab stock 
pRS313 centromeric yeast vector with HIS3 marker Lab stock 
YCplac111 centromeric yeast vector with LEU2 marker Lab stock 
pSH18-34 URA3 yeast plasmid with LexA operatos upstream of the gen GAL4-LacZ  R. Brent 
pBTM116 TRP1 2 micron yeast plasmid with the LexA DNA Binding domain R. Brent 
pGAD424 LEU 2 micron yeast plasmid with GAL4 DNA activation domain P.M Alepuz 
pUG603 The Hot1140-645 ORF described in Rep et al., 1999 G. Ammerer 
pHOT.0 The Hot1
140-582 ORF obtained from pUG603 by cutting with SmaI and 
PstI and cloned in frame with the LexA B.D at these sites in pBTM116 This work 
pHOT.1 The Hot1
140-534 ORF obtained from pHOT.0 by cutting with SalI and PstI 
and cloned in frame with the LexA B.D at the these sites in pBTM116 This work 
pHOT.2 
The Hot1140-340 ORF cloned in frame with the LexA B.D at the BamHI 
PstI sites in pBTM116 This work 
pHOT.3 
The Hot1341-534 ORF cloned in frame with the LexA B.D at the BamHI 
PstI sites in pBTM116 This work 
pHOT.4 
The Hot1140-420 ORF cloned in frame with the LexA B.D at the BamHI 
PstI sites in pBTM116 This work 
pHOT.5 
The Hot1341-420 ORF cloned in frame with the LexA B.D at the BamHI 
PstI sites in pBTM116 This work 
pHOT.6 The Hot1
421-534 ORF cloned in frame with the LexA B.D at the BamHI 
PstI sites in pBTM116 
This work 
pHOT.R2/M2 Hot1 R382M and R384M mutated from HOT.0 This work 
pHOT.R3/M3 Hot1 R382M, R383M and R384M mutated from HOT.0 This work 
pHOT.KR4/M5 Hot1 K381M , R382M, R383M, R384M and R385M mutated from HOT.0  This work 
pHOT.KR4Δ Hot1 K381 , R382 R383, R384 and R385 deleted from HOT.0  This work 
pHOT.ED5Δ HOT1 E541 , D542, D543, D544, D545, D546 deleted from HOT.0  This work 
pGAD-HOG.0 The Hog1




1-422 ORF  with CD domain mutated by deletion of D307, P308, 
T309, D310, E311 in pGAD-HOG.0 This work 
pGAD-HOG.2 
The Hog1 ORF with CD domain mutated by deletion of D307, P308, 
T309, D310, E311 cloned in frame with the GAL4 A.D at the BamHI site 
in pGAD424 
This work 
pRS313-HA HIS3 centromeric yeast plasmid modified with 3XHA  This work 
pRS313-Hotwt The entire Hot1 ORF with its endogenous promoter fused to a 3xHA tag before the stop codon cloned in pRS313 This work 
pRS313-HotKR4/M5 Hot1 K381M , R382M, R383M, R384M and R385M mutated from pRS313-Hotwt This work 
pRS313-HotKR4Δ Hot1 K381 , R382 R383, R384 and R385 deleted from pRS313-Hotwt This work 
pRS313-HotED5Δ 
Hot1 E541 , D542, D543, D544, D545, D546 deleted from pRS313-
Hotwt This work 
YCplac111-Hogwt The entire Hog1 ORF with its endogenous promoter fused to a 3xHA tag before the stop codon cloned in YCplac111 This work 
YCplac111-HogCDΔ Hog1 D307, P308, T309, D310, E311 deleted from YCPlac111-Hogwt This work 
pPGAL::SSK2Δnt 
contains a truncated form of Ssk2 (with its inhibitory domain deleted) 
under control of an inducible GAL promoter G. Ammerer  
!  







Table 3.2.S3. Oligonucleotides used in this work. 
Oligonucleotide Sequence (5’ to 3’) Use 
HOT-TAP L AAAAGAACCATTGGCTGGTTGCAAGAGAGCCTTGCTGGAATAACCATGGAAAAGAGAAG TAP-tagging of HOT1 
HOT-TAP R AAAACAGCACTAACGATTTTTGTAGATTTACAGAATGTATTTATGGACTCACTATAGGG " 
HOT-200 GTATGGTAACAAGTGGAG Confirmation of TAP-tagging of HOT1 
HOT+200 CTAAGGGGCGATTTGTCA " 
HOG-TAP L TACGGTAACCAGGCCATACAGTACGCTAATGAGTTCCAACAGTCCATGGAAAAGAGAAG TAP-tagging of HOG1 
HOG-TAP R TGTTTCCTCTATACAACTATATACGTAAATACTTTTATGAGTACCGACTCACTATAGGG " 
HOG-200 TGGCAGTGATGGACAGAT Confirmation of TAP-tagging of HOG1 
HOG+200 TGACGGTTCTTGGAGTCT " 
OBS 292 TTGTATTTTCAGGGTGAGCTC Confirmation of TAP-taggings 
DELHOTURA A TACAAAAAAGATTATATTTAGGGTACATATGGCTGGAGCATAATTCGGTAATCTCCGAGC 
HOT1  gene disruption with 
URA3 
DELHOTURA B TCCTTCCTATGATTGTAAACGATTATTTACTATCGTACGTGCCCCGGGTAATAACTGATA " 
DELHOGURA A ACAAAGGGAAAACAGGGAAAACTACAACTATCGTATATAATAATTCGGTAATCTCCGAGC 
HOG1  gene disruption with 
URA3 
DELHOGURAB AAGAAGTAAGAATGAGTGGTTAGGGACATTAAAAAAACACGTCCCGGGTAATAACTGATA " 
URA3 UP CTTAACTGTGCCCTCCAT Confirmation of HOT1 disruption 
URA3 CHECK GCGAAGAGCGACAAAGA " 
YHRPRO-2A GTCCCTTTCTGACAATAAGACC 
Chromatin 
inmunoprecipitation. PCR of 
HGI1 promoter 
YHRPRO-2B TGTTTCTGGCGATCCCTTCG " 
STL1PRO-A TTGGTTAATCCTCGCCAGGT 
Chromatin 
inmunoprecipitation. PCR of 
STL1 promoter 
STL1PRO-B TATGAGTGTGACTACTCCTG " 
INT-A GGCTGTCAGAATATGGGGCCGTAGTA 
Chromatin 
inmunoprecipitation. PCR of 
an intergenic region 
INT-B CACCCCGAAGCTGCTTTCACAATAC " 
YHR087W-1 GGTAAGCTATCTGAAGTTGTC PCR of HGI1 gene 
YHR087W-2 ACTTCTTCGATCTTCTTG " 
STL1-1 CGGAAGAAGTTTGGAGGAAA PCR of STL1 gene 
STL1-2 GGCATGATCTTCGACTTCTT " 
ACT-1 GGATCTTCTACTACATCAGC PCR of ACT1 gene 
ACT-2 CACATACCAGAACCGTTATC " 
HOTKR4DEL 1 GAACCAATGGGATTAATACGCAAAG HOT1 KR4 mutagenesis (deleted) 










HOTED5DEL 1 GATGATGGCTATCAAGGTGATGACGAAGG HOT1 ED5 mutagenesis (deleted) 
HOTED5DEL 2 CATCACCTTCGTCATCACCTTGATAGCCATC " 
HOT1R381M-1 AAGTTGAACCCAAATGGGATTATGATGATGATGAGAA
ATACGCAA 








HOT1R382M-2 ACTTTGCGTATTTCTTCTGCGCATTTTAATCCCATTTGGGTTCAA " 













HOT1R385M-2 CGCATTGTTGTTACTTTGCGTATTCATCATCATCATCATAATCCCATTTGG " 
HOGCDDEL-1 CGGCTCCTTACCACCCAGTAGCCG HOG1 CD mutagenesis (deleted) 





constructions for one hybrid 
and two hybrid experiments 
HOT534Pst TCTACGATTCATAGATCTCTGCAGGATTACTTTTCACTGTCATTGG " 







HOT5-1 CGCGGATCCATCAGAACCAGTCGCAGGTT " 
HOT5-2 TGCACTGCAGAGTTGTAGAATTATGAGA " 
HOT6-1 CGCGGATCCCTAGCATGAATTATACCAAT " 












3.3. Capítulo 3  
 
The C-terminal región of the Hot1 transcription 
factor binds GGGACAAA-related sequences in the 
































































































































Figure 3.3.S1. Controls and additional analyses about the detection of the DNA binding 
sequence of Hot1. Panel A: all the fusion proteins made for this analysis are correctly expressed 
from yeast cells. Figure shows a Western blot analysis of whole cell extracts prepared from all the 
yeast strains considered. HA antibodies were used for the detection. Panel B: Strains used for one-
hybrid assays with the HIS3 gene as reporter do not show any growth defect in SC medium. Figure 
shows the result of a representative dilution plate assay in which 10-fold serial dilutions were 
applied on plates containing this medium. Panel C: Any of the Hot1 constructs is capable to bind the 
DNA binding domain of Yap8 in these one-hybrid assays. Panel D: Hot1 does not recognize the 
HGI1 sequence AGAATAAA according to the results of these one-hybrid assays. Experiments were 















                                                      
1 Se muestra de nuevo ampliada la Figura para una mejor visualización. Por  problemas de formato no se podía mostrar en un 
tamaño mayor dentro de la publicación. 







Table 3.3.S1. Yeast strains used in this work 
Strain Description Origin 
FY86 MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 Lab Stock 
FY86 pRS313-HOTwt MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200  [pRS313-HOT1wt] This work 
FY86 pRS313-HOTBDΔ MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200  [pRS313-HOT1BDΔ] This work 
FY86 pRS313-HOTED5Δ MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200  [pRS313-HOT1ED5Δ] This work 
W303 MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 Lab Stock 
W303 hot1Δ  




W303 hot1Δ YEp356R.HGI1wt 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 [YEp356R HGI1wt]  This work 
W303 hot1Δ YEp356R.HGI1wt 
pGADT7-Rec 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 [YEp356R.HGI1wt] [pGADT7-Rec] This work 
W303 hot1Δ YEp356R.HGI1wt 
pGADT7-Rec HOT1.BD 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 [YEp356R.HGI1wt] [pGADT7-Rec HOT1.BD] This work 
W303 hot1Δ YEp356R.HGI1wt 
pGADT7-Rec HOT1.BD+ED5 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 [YEp356R.HGI1wt] [pGADT7-Rec 
HOT1.BD+ED5] 
This work 
W303 hot1Δ pSTL1 MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 XbaI::stl1-his3  This work 
W303 hot1Δ pSTL1 pGADT7-Rec 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::stl1-his3 [pGADT7-Rec] This work 
W303 hot1Δ pSTL1 pGADT7-Rec 
HOTBD 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::stl1-his3 [pGADT7-Rec HOT1.BD] 
This work 
W303 hot1Δ pSTL1 pGADT7-Rec 
HOTBD+ED5 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::stl1-his3 [pGADT7-Rec HOT1.BD+ED5] 
This work 
W303 hot1Δ pSTL1 pGADT7-Rec 
YAP8 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::stl1-his3 [pGADT7-YAP8] This work 
W303 hot1Δ pHGI1.1 MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 hot1::kanMX4 XbaI::hgi1.1-his3  This work 
W303 hot1Δ pHGI1.1 pGADT7-
Rec 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::hgi1.1-his3 [pGADT7-Rec] This work 
W303 hot1Δ pHGI1.1 pGADT7-
Rec HOTBD 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::hgi1.1-his3 [pGADT7-Rec HOT1.BD] This work 
W303 hot1Δ pHGI1.1 pGADT7-
Rec HOTBD+ED5 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::hgi1.1-his3 [pGADT7-Rec HOT1.BD+ED5] This work 
W303 hot1Δ pHGI1.1 pGADT7-
Rec YAP8 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::hgi1.1-his3 [pGADT7-Rec YAP8] This work 
W303 hot1Δ pHGI1.2 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::hgi1.2-his3  
This work 
W303 hot1Δ pHGI1.2 pGADT7-
Rec 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::hgi1.2-his3 [pGADT7-Rec] This work 
W303 hot1Δ pHGI1.2 pGADT7-
Rec HOTBD 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::hgi1.2-his3 [pGADT7-Rec HOT1.BD] This work 
W303 hot1Δ pHGI1.2 pGADT7-
Rec HOTBD+ED5 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::hgi1.2-his3 [pGADT7-Rec HOT1.BD+ED5] This work 
W303 hot1Δ pHGI1.2 pGADT7-
Rec HOTBD+ED5 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::hgi1.2-his3 [pGADT7-Rec YAP8] This work 
W303 hot1Δ pACR3 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::acr3-his3  This work 
W303 hot1Δ pACR3 pGADT7-Rec 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::acr3-his3 [pGADT7-Rec] 
This work 
W303 hot1Δ pACR3 pGADT7-Rec 
HOTBD 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::acr3-his3 [pGADT7-Rec HOT1.BD] This work 
W303 hot1Δ pACR3 pGADT7-Rec 
HOTBD+ED5 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 










W303 hot1Δ pACR3 pGADT7-Rec 
YAP8 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 XbaI::acr3-his3 [pGADT7-Rec YAP8] 
This work 
FY86 PHGI1::PSPI1 MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 PHGI1::PSPI1kanMX4 This work 
FY86 PHGI1::PSPI1 YEp356R 
pRS313-Hotwt 





MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 PHGI1::PSPI1kanMX4 




MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 PHGI1::PSPI1:kanMX4 
[YEp356R.HGI1 STL1-like][pRS313-HOT1wt] This work 
!
 
Table 3.3.S2. Plasmids used in this work 
Plasmid Description Origin 
pYapsite URA3 integrative vector (XbaI) with HIS3 as a reporter gene (his3"Δ101,189#with#Yap#site#inserted#between#EcoRI#and#BamHI#site#as#the#only#UAS#of#the#HIS3) 
Fernandes 
1997 
pHGI.1 HIS3 reporter gene under the control of the HGI1 GGGACAA promoter sequence cloned at the BamHI EcoRI sites in pYAPsite This work 
pHGI.2 HIS3 reporter gene under the control of the HGI1 AGAATAAA promoter sequence cloned at the BamHI EcoRI sites in pYapsite This work 
pSTL1 HIS3 reporter gene under the control of the STL1 GGGACAAA promoter sequence cloned at the BamHI EcoRI sites in pYapsite This work 
pACR3 HIS3 reporter gene under the control of the ACR3 TGATTAATAATCA promoter sequence cloned at the BamHI EcoRI sites in pYapsite C. Amaral 
pGADT7-Rec 
LEU2 micron yeast plasmid with GAL4 activation domain (AD) under 
control of ADH promoter  Clontech 
pGADT7-Rec 
HOT1.BD 
Hot1610-719  ORF cloned  in frame with the GAL4AD at the BamHI NdeI sites 
in pGADT7-Rec This work 
pGADT7-Rec 
HOT1.BD+ED5 
Hot1534-719 ORF cloned  in frame with the GAL4AD at the BamHI NdeI sites 
in pGADT7-Rec This work 
pGADT7-Rec YAP8 The Yap8 entire ORF cloned  in frame with the GAL4AD  C. Amaral 





YEp365R HGI1 wt 
LacZ reporter gene under the control of the HGI1 promoter cloned at the 
Xba1 KpnI sites in YEp356R This work 
YEp356R HGI1 STL1-
like 
YEp356R HGI1wt  derivative obtained by an A addition after the 
GGGACAA sequence of HGI1 promoter  This work 
pGEX3X Plasmid vector for the expression of proteins fused with GST GE Healthcare 
pGEX-3X HOT1.BD Hot1
610-719 ORF cloned in frame with the GST tag at the SmaI-BamHI sites 
in pGEX3X 
This work 
pRS313-HA HIS3 centromeric yeast plasmid modified with 3XHA  
M. Gomar-
Alba 
pRS313-Hotwt The entire Hot1 ORF with its endogenous promoter fused to a 3xHA tag before the stop codon cloned in pRS313 
M. Gomar-
Alba 
pRS315 LEU2 centromeric yeast plasmid Lab stock 
pRS315-Hotwt The entire Hot1 ORF with its endogenous promoter fused to a 3xHA tag 
before the stop codon cloned in pRS315 
This work 
pRS315-HotED5Δ Hot1 E541 , D542, D543, D544, D545, D546 deleted from pRS315-Hotwt This work 
pRS315-HotBDΔ 
The Hot11-610 ORF with its endogenous promoter fused to 3xHA tag before 
the codon stop cloned in pRS315  This work 
pRS315-HOTprom The HOT1 complete promoter cloned at the SacI-XbaI sites in pRS315 M. Gomar-
Alba 












Table 3.3.S3. Oligonucleotides used in this work 
Oligonucleotide Sequence (5’ to 3’) Use 
HGI1.2 Fw GAT CCA TGT TTT TAT TCT CTA AGC TG 
Annealing for BamHI-EcoRI 
pYapsite constructions 
HGI1.2 Rv AAT TCA GCT TAG AGA ATAAAA ACA TG " 
HGI1.1 Fw GAT CCG CAA TTG TCC CTT TGG " 
HGI1.1 Rv AAT TCG AAA GGG ACA ATT GCG " 
STL1 Fw GAT CCC AAT TTT GTC CCC TTC AAG " 
STL1 Rv AAT TCT TGA AGG GGA CAA AAT TGG " 
STL1-fluorescein 
Fw CAA TTT TGT CCC CTT CAA 
EMSA fluorescein assay, anneal 
with STL1 Rv 
Xba-HGI Fw GCT CTA GAG AAT TCC TAC TCC GTG T Cloning HGI1 promoter in 
YEp356R at the XbaI-KpnI sites 
Kpn-HGI Rv GGG GTA CCA TTT TCA CCC TTG TAA A " 
HGImut Fw GCC CAC GCA ATT TGT CCC TTT 
HGI1 STL1-like construction by 
direct mutagenesis from YEp356R 
HGI1wt 
HGImut Rv AAA GGG ACA AAT TGC GTG GGG " 
Nde-HOT.1 Fw GCC CCA TAT GTC TGG AAT GGG TAT TGC Hot1 constructions in pGADT7-Rec at the NdeI-BamHI sites 
Nde-HOT.534 Fw GCC CCA TAT GGT CGA CGA TGA TGG GTA T " 
Nde-HOT.610 Fw GCC CCA TAT GCA TTA TAG GAT ATT G " 
Bam-HOT.719 Rv GGT GGA TCC CTA TAT TCC AGC AAG GCT CT " 
Bam-HotBD Fw CGC GGA TCC ATT ATA GGA TAT TG HotBD (610-719) construction in pGEX3x at the BamHI-SmaI sites 
Sma-HotBD Rv TCC CCC GGG TAT TCC AGC AAG GCT " 
HOTED5DEL 1 GATGATGGCTATCAAGGTGATGACGAAGG 
HOT1 ED5 mutagenesis (deletion) 
from pRS315-HOT1wt 
HOTED5DEL 2 CATCACCTTCGTCATCACCTTGATAGCCATC " 
HOT-HA Sma Fw TCC CCC GGG TCT GGA ATG GGT ATT GC 
HOT1 entire ORF with 3xHA 
amplified from pRS313-HOTwt for 
its cloning in pRS315-HOTprom at 
the SmaI-PstI sites 
HOT-HA Pst Rv AAA CTG CAG TCA ACC ACG CCA AAA CT “ 
Hot HA TER Fw AAA CTG CAG GGG ATA GGC GGC CGC 
HOT 3’UTR with 3xHA amplified 
from pRS313-HOTwt for its 
cloning in pRS315-HOT1-610 at the 
PstI site 
Hot HA TER Rv AAA CTG CAG ACC GCG GTG GAG CTC “ 
GPD1 Fw TTGCTTCTCTCCCCTTCCTT PCR of GPD1 promoter 
GPD1 Rv CAGCAGCAGCAGCACATCTTT “ 
CTT1 Fw AGGCACATGGGGATAGAACC PCR of CTT1 promoter 
CTT1 Rv GGGAGTCGGGGGCATTATCG “ 
HSP12 Fw GGGCGGCACAAAATAACATAG PCR of HSP12 promoter 
HSP12 Rv CGCAATTGAGGACGCAATTGAGGA “ 
NMQ1 Fw AGGGACTGGACTGTTAAC PCR of NMQ1 promoter 
NMQ1 Rv GTCCACCCCATTCTAGAT “ 
GPP2 Fw CTCAAGTATTTTGGCACC PCR of GPP2 promoter 
GPP2 Rv GCTTGTGTATTTAAGCGC “ 
SIP18 Fw GTGGACGGCTCATAGTGA PCR of SIP18 promoter 











SPI1 Fw GCAAGTTACCTAATCTGG PCR of SPI1 promoter 
SPI1 Rv ACCTGGCAAAAGTAGGCC “ 
GRE1 Fw GGTAATTCTAGGACCACG PCR of GRE1 promoter 
GRE1 Rv AAGCACGTAACGGAGACC “ 
DIA3 Fw CCATCCTGAGTTTTTACC PCR of DIA3 promoter 









YHRPRO-2A GTCCCTTTCTGACAATAAGACC PCR of HGI1 promoter 
YHRPRO-2B TGTTTCTGGCGATCCCTTCG " 
STL1PRO-A TTGGTTAATCCTCGCCAGGT PCR of STL1 promoter 
STL1PRO-B TATGAGTGTGACTACTCCTG " 
INT-A GGCTGTCAGAATATGGGGCCGTAGTA PCR of an intergenic region 




Table 3.3.S4. Complete data of the bioinformatic analyses presented in this work to determine 










3.4. Capítulo 4  
 
The Hot1 transcription factor physically binds 
the transcription co-activator Sub1 and is 






































































































































Table 3.4.S1. Yeast strains used in this work 
Strain Description Origin 
FY86 MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 Lab Stock 
FY86 HOT::TAP MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 HOT1-TAP::kanMX6 M. Gomar (Gomar-Alba y col., 2013) 
FY86 HOT::TAP SUB1::HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 HOT1-TAP::kanMX6 SUB1::HA::HIS This work 
FY86 SUB1::HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 SUB1::HA::HIS This work 
FY86 HOT::TAP PAB1::HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 HOT1-TAP::kanMX6 PAB1::HA::HIS This work 
FY86 PAB1::HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 PAB1::HA::HIS This work 
FY86 HOT::TAP PBP1::HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 HOT1-TAP::kanMX6 PBP1::HA::HIS This work 
FY86 PBP1::HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 PBP1::HA::HIS This work 
FY86 HOT::TAP RAT8::HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 HOT1-TAP::kanMX6 RAT8::HA::HIS This work 
FY86 RAT8::HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 RAT8::HA::HIS This work 
FY86 HOT::TAP YRB1::HA 
MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 HOT1-TAP::kanMX6 
YRB1::HA::HIS This work 
FY86 YRB1::HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 YRB1::HA::HIS This work 
FY86 HOT::TAP YRA1::HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 HOT1-TAP::kanMX6 YRA1::HA::HIS This work 
FY86 YRA1::HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 YRA1::HA::HIS This work 
W303 RPB6::MYC MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 RPB6::MYC::kanMX6 Paco Navarro 
W303 RPB6::MYC HOT::HA MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1  RPB6::MYC::kanMX6 [pRS313-HOTwt::HA] Paco Navarro 
   
BY4741 MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 Lab Stock 
BY4741 cka1Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 cka1::kanMX4 Euroscarf 
BY4741 cka2Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 cka2::kanMX4 Euroscarf 
BY4741 gpp1Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 gpp1::kanMX4 Euroscarf 
BY4741 gpp2Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 gpp1::kanMX4 Euroscarf 
BY4741 ssk2Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 ssk2::kanMX4 Euroscarf 
BY4741 rim11Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 rim11::kanMX4 Euroscarf 
BY4741 kcs1Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 kcs1::kanMX4 Euroscarf 
BY4741 HOT1::HA MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 [pRS313-HOTwt::HA] This work 
BY4741 cka1Δ HOT1::HA 
MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 cka1::kanMX4 
[pRS313-HOTwt::HA] This work 
BY4741 cka2Δ HOT1::HA 
MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 cka2::kanMX4 
[pRS313-HOTwt::HA] This work 
BY4741 gpp1Δ HOT1::HA 
MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 gpp1::kanMX4 
[pRS313-HOTwt::HA] 
This work 
BY4741 gpp2Δ HOT1::HA 
MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 gpp1::kanMX4 










BY4741 ssk2Δ HOT1::HA 
MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 ssk2::kanMX4 
[pRS313-HOTwt::HA] This work 
BY4741 rim11Δ HOT1::HA MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 rim11::kanMX4 [pRS313-HOTwt::HA] This work 
BY4741 kcs1Δ HOT1::HA 
MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 kcs1::kanMX4 
[pRS313-HOTwt::HA] This work 
   
FY86 HOT1::HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 [pRS313-HOTwt::HA] This work 
FY86 HOT1::HA sub1Δ 
MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 sub1::kanMX4 [pRS313-
HOTwt::HA] This work 
FY86 SUB1::HA hot1Δ MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 SUB1::HA::HIS hot1::ura3 This work 
   
BY4741 sub1Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 sub1::kanMX4 Euroscarf 
BY4741 hot1Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 hot1::kanMX4 Euroscarf 
BY4741 spt4Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 spt4::kanMX4 Olga Calvo 
BY4741 SPT5-194 (ts) MATa his3Δ200 leu2Δ1 trp1Δ63 ura3-52 lys-128d spt5-194 G. Hartzog 
BY4741 dst1Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 dst1::kanMX4 Euroscarf 
BY4741 sub1Δ hot1Δ 
MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 sub1::kanMX4 
hot1::ura3 This work 
BY4741 spt4Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 spt4::kanMX4 hot1::ura3 This work 
BY4741 SPT5-194 (ts) MATa his3Δ200 leu2Δ1 trp1Δ63 ura3-52 lys-128d spt5-194 hot1::ura3 This work 
!
 
Table 3.4.S2. Oligonucleotides used in this work 
Oligonucleotide Sequence (5’ to 3’) Use 
HOT-TAP L AAAAGAACCATTGGCTGGTTGCAAGAGAGCCTTGCTGGAATAACCATGGAAAAGAGAAG TAP-tagging of HOT1 
HOT-TAP R AAAACAGCACTAACGATTTTTGTAGATTTACAGAATGTATTTATGGACTCACTATAGGG " 
HOT-200 GTATGGTAACAAGTGGAG Confirmation of TAP-tagging of HOT1 
HOT+200 CTAAGGGGCGATTTGTCA " 
OBS 292 TTGTATTTTCAGGGTGAGCTC Confirmation of TAP-taggings 
DELHOTURA A TACAAAAAAGATTATATTTAGGGTACATATGGCTGGAGCATAATTCGGTAATCTCCGAGC 
HOT1  gene disruption with 
URA3 
DELHOTURA B TCCTTCCTATGATTGTAAACGATTATTTACTATCGTACGTGCCCCGGGTAATAACTGATA " 
URA3 UP CTTAACTGTGCCCTCCAT Confirmation of HOT1 disruption 
URA3 CHECK GCGAAGAGCGACAAAGA " 
YHRPRO-2A GTCCCTTTCTGACAATAAGACC 
Chromatin 
inmunoprecipitation. PCR of 
HGI1 promoter 
YHRPRO-2B TGTTTCTGGCGATCCCTTCG " 
STL1PRO-A TTGGTTAATCCTCGCCAGGT 
Chromatin 
inmunoprecipitation. PCR of 
STL1 promoter 
STL1PRO-B TATGAGTGTGACTACTCCTG " 
!
 







STL1-1 5’ GGCTTCTCCCTGTTTGGATA PCR of STL1 5’ region 
STL1-2 5’ CTACAGTTGCGTGTCTGTCA " 
STL1-1 CEN TCGCCACGTTGGCTGATTTC PCR of STL1 centromeric region 
STL1-2 CEN TGTTTGGTCCTGTTAACAGC " 
STL1-1 3’ CGGAAGAAGTTTGGAGGAAA PCR of STL1 3’ region 
STL1-2 3’ GGCATGATCTTCGACTTCTT " 
STL1-1 3’ UTR GGATCTTCTACTACATCAGC PCR of STL1 3’ UTR region 
STL1-2 3’ UTR CACATACCAGAACCGTTATC " 
INT-A GGCTGTCAGAATATGGGGCCGTAGTA 
Chromatin 
inmunoprecipitation. PCR of 
an intergenic region 
INT-B CACCCCGAAGCTGCTTTCACAATAC " 
SUB-HA F2 
AAATGAACAAGGCTGAAGACGACATAAGTGAAGAAG










PAB1-HA F2 GTCTTTCAAAAAGGAGCAAGAACAACAAACTGAGCAAGCTCGGATCCCCGGGTTAATTAA  HA-tagging of PAB1 
PAB1-HA R1 TAAGTTTGTTGAGTAGGGAAGTAGGTGATTACATAGAGCAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC  " 
PBP1-HA F2 ACCATGGCCACCATAATAGTAGTACCAGTGGCCATAAACGGATCCCCGGGTTAATTAA HA-tagging of PBP1 
PBP1-HA R1 TAAAAGTTCCATTATTTATGGGTAAGTAAGTACCACTGGAATTCGAGCTCGTTAAC " 
RAT8-HA F2 AGTCAAACTATGGTGGTAACAGTACATGGGGAGGTCATCGGATCCCCGGGTTAATTAA HA-tagging of RAT81 
RAT8-HA R1 ATCGAGATTCAGTATTTCATCGAAACATCGAAATCTTCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC " 
YRB1-HA F2 AAGAATTTGAAAAAGCTCAAGAAATCAACAAAAAGGCTCGGATCCCCGGGTTAATTAA HA-tagging of YRB1 































3.5. Capítulo 5  
 
Response of yeast cells to high glucose involves 
molecular and physiological differences when 


























































































































































Table 3.5.S1. Yeast strains, plasmids and oligonucleotides used in this work 
Strain Description Origin 
FY86 MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 Lab Stock 
FY86 HOG1::GFP MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 HOG1::GFP::KANMX4 This work 
FY86 YCPlac111-
MSN2::GFP MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 [YCPlac111-Msn2::GFP] This work 
FY86 HOT1::GFP MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 HOT1::GFP::KANMX4 This work 
FY86 SKO1::GFP MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 SKO1::GFP::KANMX4 This work 
FY86 SUB1::GFP MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 SUB1::GFP::KANMX4 This work 
FY86 pRS313-
HOT::3HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 [pRS313-HOT::HA] This work 
FY86 YCplac111-
HOG::3HA MATα leu2Δ1 ura3-52 his3Δ200 [YCplac111-HOG::HA] This work 
W303 MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 Lab Stock 
W303 hot1Δ  
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
hot1::kanMX4 
P. Alepuz (Alepuz et al., 
2003) 
W303 pRS315 MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 [pRS315] This work 
W303 pRS315-HOT MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 [pRS315-HOT] This work 
W303 YEP352-HOT MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
[YEP352-HOT] 
This work 
W303 msn2Δ msn4Δ  
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
msn2Δ3::HIS3, msn4-1::TRP1 
F. Estruch (Estruch and 
Calson 1993) 
W303 msn2Δ msn4Δ 
YCPlac111-
MSN2::GFP 
MATa leu2-3, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15, trp1-1 
msn2Δ3::HIS3, msn4-1::TRP1 [YCPlac111-Msn2::GFP] This work 
BY4741 MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 Lab Stock 
BY4741 skn7Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 skn7::kanMX4 Euroscarf 
BY4741 cin5Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 cin51::kanMX4 Euroscarf 
BY4741 tup1Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 tup1::kanMX4 Euroscarf 
BY4741 spf1Δ MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 spf1::kanMX4 Euroscarf 
Plasmid Description Origin 
YEp352 multicopy shuttle vector with URA3 marker Lab stock 
PRS313 centromeric yeast vector with HIS3 marker Lab stock 
pRS315 centromeric yeast vector with LEU2 marker Lab stock 
YCplac111 centromeric yeast vector with LEU2 marker Lab stock 
pRS313-HOT::HA The entire Hot1 ORF with its endogenous promoter fused to a 3xHA tag before the stop codon cloned in pRS313 
M. Gomar (Gomar-Alba 
et al., 2013) 
YCplac111-HOG::HA The entire Hog1 ORF with its endogenous promoter fused to a 3xHA tag before the stop codon cloned in YCplac111 
M. Gomar (Gomar-Alba 
et al., 2013) 
YEp352-HOT The entire Hot1 ORF with its endogenous promoter in YEP352 This work 
pRS315-HOT The entire Hot1 ORF with its endogenous promoter in PRS315 This work 
YCplac111-
MSN2::GFP 
The entire Msn2 ORF with its endogenous promoter fused to a 
3xGFP tag before the stop codon cloned in YCplac111 














PCR of STL1 promoter 
STL1PRO-B TATGAGTGTGACTACTCCTG " 
INT-A GGCTGTCAGAATATGGGGCCGTAGTA PCR of an intergenic   
INT-B CACCCCGAAGCTGCTTTCACAATAC " 
HOT-A GGCGAGTCGGCTACTAAG PCR of HOT1 gene 
HOT-B TGAGCCTCCACTTGTTAC " 
HSP26-A GTCATCACTTTGCCAGACTAC PCR of HSP26 gene 
HSP26-B ACCTCAATCTTCTTGACGTGG  
ACT-1 GGATCTTCTACTACATCAGC PCR of ACT1 gene 
ACT-2 CACATACCAGAACCGTTATC " 
GPD1-A TTGAATGCTGGTAGAAAG PCR of GPD1 gene 
GPD1-B TGACCGAATCTGATGATC " 
CTT1-A AGACCAGACGGCCCTATCTT PCR of CTT1 gene 
CTT1-B GACTACACGCTCCGGAACTC " 
STL1-1 CGGAAGAAGTTTGGAGGAAA PCR of STL1 gene 
STL1-2 GGCATGATCTTCGACTTCTT " 
HOT675 AAGCACAAACAATGCCCA PCR semiquantitative of HOT1 gene 
HOT1360rev GCTGGGCAAACTTAAAGC " 
YGR189C-F TTCTTCCTCCGAAGCCAGCT PCR semiquantitative of YGR189C gene 
YGR189C-R GCAAGGCTAGTAAAGCTACGA " 
CHS1-1 GTGATTCAAACCACTCCAGA PCR semiquantitative of YNL192W (CHS1) gene 
CHS1-2 AGTTGTATTGGAACGGTACC " 
GSY1-1 TGGCTCGTGACTACAAAATC PCR semiquantitative of YFR015C (GSY1) gene 
GSY1-2 TCGTAGTATGCAGACGTATCG " 
GLG1-1 AAGCTGGCTATTGCCACATT PCR semiquantitative of YKR058W (GLG1) gene 
GLG1-2 ACTCAAAAATATCATCAGGGA " 
HXT6-1 ACGCTGCTATTGCAGAGCAA PCR semiquantitative of YDR343C (HXT6) gene 
HXT6-2 TTGGTGCTGAACATTCTCTT " 
YER067W-1 GACAAAGAAGGATAAGAAGGA 
PCR semiquantitative of 
YER067W gene 
YER067W-2 AATTTGCGCCTACAGGATGT " 
ITR1-1 CACATACCATATCTCACGTCA 
PCR semiquantitative of 
YDR497C (ITR1) gene 
ITR1-2 TAATCTCTTGAGTTGGTTCAT " 
TPO2-1 GAGTGATCAAGAATCTGTTGT 
PCR semiquantitative of 
YGR138C (TPO2) gene 
TPO2-2 TCTCAACACTGTCGATGGAA " 
Hot-BamHI CGCGGATCCCCATGTTAAGTT 
HOT1 entire ORF and 
promoter clonation in 
pRS315 and YEp352 
Hot-Pst TGCACTGCAGGGCCTACTCTA " 
!
 







Table 3.5.S2. Genes differentially overexpressed under 20% glucose !
!
(1) It shows the value corresponding to the ratio between the induction level in YP20 and YPD according to 
the data obtained from the microarray analysis 
(2) It shows the value corresponding to the ratio between the induction level in YPS and YPD according to the 
data obtained from the microarray analysis 
Standard Name Systematic Name YP201 YPS2  Description 
ATG8 YBL078C 2,98 1,49 Component of autophagosomes and Cvt vesicles 
UGA2 YBR006W 3,22 1,41 Succinate semialdehyde dehydrogenase 
CHA1 YCL064C 5,03 1,41 Catabolic L-serine (L-threonine) deaminase 
YDR053W YDR053W 3,07 1,28 Unkown function 
YER064C YER064C 2,74 1,39 Uncharacterized ORF; non-essential nuclear protein 
GSC2 YGR032W 3,37 1,48 Catalytic subunit of 1,3-beta-glucan synthase 
MUP1 YGR055W 3,70 0,92 High affinity methionine permease 
CRH1 YGR189C 4,05 0,58 Chitin transglycosylate 
ECM29 YHL030W 2,95 1,01 Major component of the proteasome 
FSH1 YHR049W 2,91 0,91 Putative serine hydrolase 
YJL171C YJL171C 3,04 0,92 GPI-anchored cell wall protein of unknown function 
DAN1 YJR150C 2,84 0,63 Cell wall mannoprotein 
YKL161C YKL161C 4,37 1,41 Protein kinase implicated in the Slt2p mitogen-activated kinase signal 
YLR194C YLR194C 4,59 0,52 Structural constituent of the cell wall 
MSS11 YMR164C 3,30 1,48 Transcription factor involved in regulation of invasive growth and starch degradation 
CHS1 YNL192W 3,10 0,60 Chitin synthase I 
PCL1 YNL289W 3,35 1,00 Pho85 Cyclin 






















1 YPS2  Description 
FRT2 YAL028W 1,09 3,32 Tail-anchored ER membrane protein of unknown function 
BDH1 YAL060W 1,02 4,65 NAD-dependent (R,R)-butanediol dehydrogenase 
MRPL16 YBL038W 1,35 3,26 Mitochondrial ribosomal protein 
MAL31 YBR298C 0,64 3,16 Maltose permease 
MRK1 YDL079C 0,84 17,09 Glycogen synthase kinase 3 
YDL159W-A YDL159W-A 1,44 4,68 Putative protein of unknown function 
YDL218W YDL218W 1,41 4,47 Putative protein of unknown function 
GIS1 YDR096W 1,16 3,02 Histone demethylase and transcription factor 
RSM24 YDR175C 1,05 3,74 Mitochondrial ribosomal protein 
MTH1 YDR277C 0,23 9,81 Negative-regulator of the glucose-sensing signal 
SHE9 YDR393W 1,25 3,03 Mitochondrial inner membrane protein 
MRP20 YDR405W 1,06 3,11 Mitochondrial ribosomal protein 
MRPL28 YDR462W 0,95 4,22 Mitochondrial ribosomal protein 
UGO1 YDR470C 1,28 3,72 Outer membrane component of the mitochondrial fusion machinery 
DIG2 YDR480W 1,46 3,00 MAP-kinase-responsive inhibitor of the Ste12p transcription factor 
GLC3 YEL011W 0,49 4,63 Glycogen branching enzyme 
YER067W YER067W 0,18 10,50 Protein of unknown function 
FMP10 YER182W 1,06 3,09 Putative protein of unknown function 
GSY1 YFR015C 0,33 3,31 Glycogen synthase 
YFR017C YFR017C 0,72 8,13 Cytoplasmic protein that inhibits Gdbp1 glycogen debranching activity 
HXK1 YFR053C 0,87 21,89 Hexokinase isoenzyme 1 
SDS23 YGL056C 1,40 3,12 Protein implicated in APC/cyclosome regulation 
SPO74 YGL170C 1,30 3,75 Component of the meiotic outer plaque of the spindle pole body 
HAP2 YGL237C 1,46 3,22 Transcriptional activator and global regulator of 
respiratory gene expression 
YGR130C YGR130C 1,43 3,11 Component of the eiosome with unknown function 
TDH3 YGR192C 1,39 3,13 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
DOG2 YHR043C 0,95 3,45 2-deoxyglucose-6-phosphate phosphatase 
GIC1 YHR061C 0,52 3,78 Protein of unknown function involved in initation of pudding and cellular polarization 












COX5B YIL111W 1,43 3,61 Subunit Vb of cytochrome c oxidase 
SUC2 YIL162W 0,45 3,10 Invertase, sucrose hydrolyzing enzyme 
YIR016W YIR016W 0,84 3,82 Putative protein of unknown function 
MET28 YIR017C 0,87 4,68 Basic leucine zipper transcription activator what participates in the regulation of sulfur metabolism 
YJL144W YJL144W 1,49 3,95 Cytoplasmic hydrophilin essential in dessication-rehidration process 
YJR115W YJR115W 0,45 7,55 Putative protein of unknown function 
GLG1 YKR058W 0,58 3,37 Glycogenin glucosyltransferase (iniatiator of glycogen synthesis) 
YKR075C YKR075C 0,51 7,93 Protein of unknown function 
UPS2 YLR168C 1,48 5,76 Mitochondrial protein involved in phospholipid 
metabolism 
YLR177W YLR177W 1,12 8,45 Putative protein of unknown function 
NDL1 YLR254C 1,36 4,00 Homolog of nuclear distribution factor NudE 
SUR7 YML052W 0,80 3,06 Plasma membrane protein that localize to furrow-like invaginations 
YML119W YML119W 0,70 3,17 Putative protein of unknown function 
ARA2 YMR041C 1,50 3,24 NAD-dependent arabinose dehydrogenase 
ICY1 YMR195W 0,48 3,16 Protein of unknown function 
YMR206W YMR206W 0,96 12,06 Putative protein of unknown function 
YNL144C YNL144C 0,37 4,49 Putative protein of unknown function 
YNR034W-A YNR034W-A 1,04 18,03 Putative protein of unknown function 
YNR073C YNR073C 0,97 3,21 Putative manitol dehydrogenase 
HST3 YOR025W 1,34 5,27 NAD(+)-dependent protein deacetylase 
FYV12 YOR183W 1,19 3,03 Protein of unknown function 
RFM1 YOR279C 1,37 5,34 DNA-binding protein required for vegetative repression of middle sporulation genes 
MPD1 YOR288C 1,33 3,14 Protein disulfide isomerase (PDI) 
DBP1 YPL119C 1,34 3,73 Putative ATP-dependent RNA helicase of the DEAD-box protein family 
YIG1 YPL201C 1,06 4,28 Protein that interacts with glycerol 3-phosphatase 
PUF2 YPR042C 1,39 3,71 Member of the PUF (Pumilio homology domains) 
protein family 
NAT3 YPR131C 1,48 3,08 Catalytic subunit of the NatB N-terminal 
acetyltransferase 
GPH1 YPR160W 0,49 5,33 Non-essential glycogen phosphorylase 
!
(1) It shows the value corresponding to the ratio between the induction level in YP20 and YPD according to 
the data obtained from the microarray analysis 
(2) It shows the value corresponding to the ratio between the induction level in YPS and YPD according to the 












Table 3.5.S4. Genes differentially repressed under 20% glucose  
 
(1) It shows the value corresponding to the ratio between the induction level in YP20 and YPD according to 
the data obtained from the microarray analysis 
(2) It shows the value corresponding to the ratio between the induction level in YPS and YPD according to the 
data obtained from the microarray analysis 
Standard Name Systematic Name YP201 YPS2  Description 
RPL4A YBR031W 3,68 0,92 Ribosomal 60S subunit protein L4A 
YBR090C YBR090C 3,55 0,91 Putative protein of unknown function 
NOP6 YDL213C 4,42 1,27 rRNA-binding protein required for 40S ribosomal subunit biogenesis 
MTH1 YDR277C 4,34 0,10 Negative regulator  of the glucose-sensing signal transduction pathway 
SUR2 YDR297W 5,78 1,20 Sphinganine C4-hydrolase 
HXT7 YDR342C 13,44 0,35 High-affinity glucose transporter 
HXT6 YDR343C 14,09 0,41 High-affinity glucose transporter 
ATO3 YDR384C 3,78 0,96 Putative ammonium transporter 
YEL076C YEL076C 4,44 0,68 Putative protein of unknown function 
YEL076C-A YEL076C-A 4,05 0,68 Putative protein of unknown function 
YER067W YER067W 5,70 0,10 Protein of unknown function, involved in energy metabolism under respiratory conditions 
STE2 YFL026W 3,11 1,27 Receptor for alpha-factor pheromone 
RPL22B YFL034C-A 3,24 1,29 Ribosomal 60S subunit protein L22B 
YFL052W YFL052W 4,09 0,97 Putative zinc cluster protein that contains a DNA binding domain 
YFL064C YFL064C 3,07 0,67 Putative protein of unknown function 
YHB1 YGR234W 3,05 0,85 Nitric oxide oxidoreductase 
HXT4 YHR092C 12,20 0,39 High-affinity glucose transporter 
DSE2 YHR143W 3,58 1,45 Daughter cell-specific secreted protein with similarity to glucanases 
LIA1 YJR070C 6,72 1,48 Deoxyhypusine hydroxylase 
NNF1 YJR112W 3,04 1,09 Essential component of the MIND kinetochore complex 
MDN1 YLR106C 4,93 1,45 Huge dynein-related AAA-type ATPase (midasin) 
PDC5 YLR134W 3,01 1,38 Minor isoform of pyruvate decarboxylase 
YLR464W YLR464W 4,19 0,72 Putative protein of unknown function 
ISF1 YMR081C 6,21 0,73 Serine-rich, hydrophilic protein 
TMA23 YMR269W 3,31 1,48 Nuclear protein implicated in ribosome biogenesis 
YNL058C YNL058C 3,32 1,43 Putative protein of unknown function 
IMP4 YNL075W 3,11 1,18 Component of the SSU processome 
MFA2 YNL145W 6,30 1,45 Mating pheromone a-factor 
EGT2 YNL327W 5,44 1,38 Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored cell wall 
endoglucanase 
YOR008C-A YOR008C-A 4,67 0,89 Putative protein of unknown function 
DSE3 YOR264W 3,19 1,05 Daughter cell-specific protein 
RPL7B YPL198W 10,28 1,43 Ribosomal 60S subunit protein L7B 
YPR202W YPR202W 3,93 0,53 Putative protein of unknown function 
 







Table 3.5.S5. Genes differentially repressed under 1M sorbitol 
Standard Name Systematic Name YP201 YPS2 Description 
LTE1 YAL024C 1,39 3,64 Protein similar to GDP/GTP exchange factors but without detectable GEF activity 
ITR1 YDR497C 1,06 3,06 Myo-inositol transporter 
PAN2 YGL094C 1,25 3,88 Essential subunit of the Pan2p-Pan3p Poly(A)-ribonuclease complex 
TPO2 YGR138C 1,39 9,92 Polyamine transporter 
TOP3 YLR234W 1,18 4,99 DNA topoisomerase III 
SPO77 YLR341W 1,45 3,43 Meiosis-specific protein of unknown function 
FAP1 YNL023C 1,12 3,48 Protein that binds to Fpr1p and competes with rapamycin 
YNR064C YNR064C 0,93 3,58 Epoxide hydrolase 
YOR385W YOR385W 1,01 4,15 Putative protein of unknown function 
!
!
(1) It shows the value corresponding to the ratio between the induction level in YP20 and YPD according to 
the data obtained from the microarray analysis 
(2) It shows the value corresponding to the ratio between the induction level in YPS and YPD according to the 





























































































Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se ha intentado avanzar en el 
conocimiento de cómo responden las levaduras al estrés provocado por elevadas 
concentraciones de glucosa, de gran interés biotecnológico. Este estudio nos ha llevado a 
identificar y profundizar en la función de un gen de papel desconocido hasta ahora, 
YHR087W, conocido también como RTC3, y al que nosotros hemos denominado HGI1. 
Además, una gran parte del trabajo presentado se ha destinado a entender aspectos muy 
poco conocidos sobre el factor transcripcional Hot1 y su conexión con la ruta HOG, dada la 
relación particular que presenta con el control de la respuesta al estrés hiperosmótico 
provocado por alta glucosa. Tras la inclusión en los capítulos anteriores de las 
publicaciones obtenidas y los manuscritos en fase de preparación en relación con todos 
estos temas, se procede al análisis y la discusión de los resultados más relevantes. Se 
incluyen, además, algunas figuras adicionales, no incluidas en los apartados anteriores, que 
se consideran interesantes en el contexto de esta discusión. 
 
La respuesta de las células de levadura a elevadas 
concentraciones glucosa implica diferencias moleculares y 
fisiológicas respecto a otras condiciones de osmoestrés 
En los distintos trabajos realizados durante el desarrollo de esta Tesis, una de las 
condiciones de osmoestrés más estudiada ha sido la causada por altas concentraciones de 
glucosa. Tal como se comenta en la Introducción, la presencia y abundancia de este 
nutriente en el medio, fuente de carbono fermentable preferida por S. cerevisae, supone la 
activación de dos importantes rutas de señalización, la vía de la PKA (Marchler y col., 
1993) y la vía de represión por glucosa (revisado recientemente en Conrad y col., 2014). La 
levadura entra entonces en un paradójico conflicto pues, aunque tenga abundancia de 
nutrientes, está bajo la presión ejercida por el estrés osmótico, con la consiguiente 
activación de la ruta HOG, y de todas las respuestas adaptativas que ello conlleva (véase 
apartado correspondiente de la Introducción de este trabajo). Además de los aspectos 
moleculares diferenciales presentes en el osmoestrés causado por glucosa con respecto al 
ejercido por otros osmolitos como sal o sorbitol, en el Capítulo 5 también se presentan 
interesantes diferencias fisiológicas que nos ayudarán a entender la complejidad de las 







respuestas adaptativas ejercidas por las células de levadura para sobrevivir a estas 
condiciones desfavorables concretas.  
Diferencias moleculares en la respuesta a osmoestrés provocado por alta glucosa 
Gran parte de los resultados de esta Tesis se focalizan en el estudio del factor 
transcripcional de respuesta a estrés osmótico Hot1. Junto con Sko1 y Msn2/4, dicha 
proteína regula la expresión del 88% de los genes de respuesta a osmoestrés dependientes 
de Hog1. Por eso, es de especial interés analizar si, tal como sugieren Capaldi y col. (2008), 
en presencia de alta glucosa hay un cambio en el programa transcripcional orquestado por 
la MAPK Hog1 hacia genes regulados por Hot1 y Sko1, que tendrían mayor relevancia en 
la respuesta a estrés en esta condición. 
Uno de los resultados presentados en el Capítulo 5 (Gomar-Alba y col., 2015) 
muestra que Hot1 se induce más en estrés causado por glucosa que bajo el equivalente 
estrés (en términos de actividad de agua) causado por sal o sorbitol (Figura 3.5.2)2, hecho 
que se repite, aunque no de forma tan significativa, en el caso de Sko1, que presenta niveles 
más bajos de inducción en general. Esta inducción del mRNA de HOT1 causada por 
glucosa se puede observar en las distintas construcciones que se muestran en la Figura 4.13.  
 
Figura 4.1. Cambios en los niveles de mRNA de HOT1 en condiciones de osmoestrés causado 
por altas concentraciones de glucosa (YP20, glucosa 20% (p/v)). Células procedentes de un 
cultivo exponencial de cepas derivadas de W303-1a (-) fueron transferidas a medio YP20 durante 30 
minutos (+). Se recogieron, se procedió a la extracción de RNA total y se sintetizó cDNA. La 
expression génica se determinó mediante RT-PCR semicuantitativa, y se normalizaron los datos 
frente al gen ACT1. 
                                                      
2 Las Figuras que hacen referencia al apartado 3. Publicaciones de esta Tesis se numeran de la siguiente forma: primero con 
el número 3, a continuación el Capítulo (artículo) al que pertenecen y finalmente la Figura dentro de artículo en cuestión al 
que hacen referencia. Así, la Fig. 3.5.2 se refiere a la Figura 2 del Capítulo 5, dentro del apartado de Publicaciones. 
3 Las Figuras correspondientes al apartado 4. Resultados y Discusión se numeran siempre empezando con el número 4 del 
apartado, y después consecutivamente con el correspondiente número de Figura. 







Para analizar si las diferencias de expresión de HOT1 son debidas a una regulación 
diferencial, se precedió a estudiar el efecto de distintos mutantes en proteínas candidatas a 
regular HOT1, como Msn2, Skn7, Cin5, Tup1 and Spf1 (Harbison y col., 2004; Reimand y 
col., 2010; Huebert y col., 2012). Los resultados obtenidos dan soporte a esta hipótesis, ya 
que mientras que Msn2/4 regula mayoritariamente la expresión del gen en presencia de alta 
glucosa y sal, en esta última condición el mutante Δtup1 muestra un incremento 
considerable de la expresión del gen, lo que sugiere un mecanismo de represión diferencial 
entre estas dos condiciones. En sorbitol, Tup1 y Skn7 serían los principales activadores de 
la expresión del gen (Figura 3.5.2 Panel C). Además de esta conclusión, en este trabajo, por 
primera vez, se aportan datos directos sobre los factores implicados en la expresión de 
HOT1. 
El otro factor transcripcional que puede tener un papel diferencial en el estrés 
causado por glucosa es Msn2/4 (Martínez-Pastor y col., 1996), implicado en la respuesta 
general a estrés. Tener la vía PKA activa implica ejercer una represión sobre este factor 
transcripcional, mientras que, como consecuencia de la activación de la vía HOG, es una de 
las dianas activadas por la MAPK. Independientemente del osmolito causante del estrés, 
Msn2 se activa y es translocado rápidamente al núcleo (Figura 3.5.3), aunque esta 
localización nuclear es más transitoria en presencia de glucosa, aspecto observado también 
por otros investigadores (Capaldi y col., 2008). Esto sugiere una desactivación más rápida 
del factor transcripcional, y se correlaciona con su cinética de fosforilación, que también es 
más corta en estas condiciones (Figura 3.5.3). Estos resultados demuestran una menor 
implicación de Msn2/4 en la respuesta a estrés causada por altas concentraciones de 
glucosa, y son coherentes con los obtenidos en el estudio transcriptómico global llevado a 
cabo por Capaldi y col. (2008). 
La mayor inducción de HOT1 en presencia de glucosa parece sugerir, por tanto, una 
mayor implicación del factor transcripcional en este tipo de estrés, contrariamente a lo que 
sucede con Msn2/4. Cuando se realiza un análisis comparativo mediante micromatrices, 
entre los genes diferencialmente sobreexpresados en glucosa y sorbitol, se obtienen dos 
grupos claramente diferenciados, aquellos sobreexpresados en glucosa (y no en sorbitol) 
(Grupo 1, Tabla 3.5.S2) y aquellos sobreexpresados en sorbitol (y no en glucosa) (Grupo 2, 
Tabla 3.5.S3). Cuando el Grupo 1 de genes es sometido a análisis con la herramienta 







YEASTRACT se deduce que Msn2 participa en el control de la expresión de todos ellos, y 
Hot1 sólo es responsable de regular uno (CHA1). En el Grupo 2, Msn2 controla en cierta 
medida el 81%, mientras que Hot1 únicamente interviene en la regulación de dos (GSY1 y 
GLG1). Estos resultados no parecen reflejar el mayor papel de Hot1 en osmoestrés causado 
por glucosa, ni aparentemente tampoco la menor implicación de Msn2/4 en este tipo de 
osmoestrés. Sin embargo, un análisis más detallado de algunos casos concretos (Figura 
3.5.5) muestra que, aunque Msn2/4 esté implicado en la regulación de los genes de ambos 
grupos, lo hace de manera mucho más relevante y significativa en los genes del Grupo 2 
(GSY1 y BDH1), donde en el mutante Δmsn2/4 la expresión de los mismos se reduce hasta 
un 10%, mientras que en el Grupo 1 (CRH1, GSC2 y ECM29) sólo disminuye hasta un 60-
80%. Estos resultados, por tanto, indican que Msn2/4 parece tener, efectivamente, un papel 
menos importante en la respuesta a estrés por alta glucosa, aunque sigue contribuyendo 
parcialmente a la expresión de sus genes diana. Además, tal como muestra la Figura 3.5.5, 
Skn7 (factor transcripcional implicado en osmoregulación y respuesta a estrés oxidativo y 
choque térmico), presenta una importante contribución en esta condición, al menos sobre 
los genes que regula, aspecto desconocido hasta el momento.  
Sería necesario realizar un análisis similar a éste con los genes diana de Hot1 (cuyo 
número, como se ha comentado, es bastante inferior al de los dependientes del factor 
transcripcional Msn2/4) para obtener más conclusiones sobre la implicación relativa de los 
distintos factores transcripcionales en los genes parcialmente regulados por Hot1 (que se 
describen en el siguiente apartado) en los distintos tipos de estrés osmótico. También sería 
interesante profundizar en la relevancia del factor Sko1 en las diferentes condiciones de 
estrés. 
Es importante señalar que durante el desarrollo de este trabajo también se han 
obtenido otras evidencias (no incluidas en el Capítulo 5) sobre diferencias moleculares en 
la respuesta a alta glucosa en comparación con situaciones similares de hiperósmosis 
causada por otros osmolitos. Se han podido detectar diferencias en el estado de 
fosforilación de Hot1 (Figura 3.4.2), así como en la recuperación de la actividad 
traduccional tras la aplicación del estrés. (Figura 3.1.8).  
 







Diferencias fisiológicas en la respuesta a osmoestrés provocado por alta glucosa 
Los resultados de las micromatrices realizadas en este trabajo nos muestran una serie 
de genes que se expresan diferencialmente en glucosa 1.1M y en sorbitol 1M (Tablas 
3.5.S2, S3, S4 y S5). Estos genes se pueden agrupar en dos categorías estadísticamente 
significativas, relacionadas con del metabolismo de los carbohidratos de reserva, 
particularmente glucógeno, y con la composición de la pared celular (y, de forma especial, 
con su contenido en quitina).  
Tal como se muestra en la Figura 3.5.6, la levadura presenta niveles mucho más 
elevados de glucógeno en osmoestrés por glucosa que en sorbitol o YPD, durante al menos 
12 días. Cuando las células se exponen a sorbitol 1M como osmolito, presentan 
diferencialmente sobreexpresados genes implicados en la biosíntesis y movilización de 
glucógeno, por lo que los resultados obtenidos (Figura 3.5.6) demuestran que, a nivel 
fisiológico, al alcanzarse niveles más elevados de expresión de estos genes (GSY1 y GPH1) 
en sorbitol se producen mayores niveles de glucógeno que en YPD, pero a su vez, menores 
que en osmoestrés provocado por alta glucosa, donde se detecta acumulación pero no 
movilización de dicho polisacárido de reserva. Estos resultados son coherentes son los 
trabajos que relacionan una mayor disponibilidad de glucógeno con una tolerancia a estrés 
mejorada (Pérez-Torrado y col., 2002b), ya que, tal como se demuestra en la Figura 3.5.6 
(Panel B) células afectadas por osmoestrés causado por sorbitol 1M (durante 2 y 4 días) son 
más resistentes a etanol 10% (v/v) que las incubadas durante el mismo tiempo en glucosa 
1.1M. El hecho de que las mantenidas en YPD durante los períodos de tiempo del análisis 
sean aún más resistentes puede explicarse principalmente por la no exposición a 
condiciones tan adversas de osmoestrés durante ese largo periodo de tiempo. 
En cuanto a los genes implicados en la organización de la pared celular, la 
sobreexpresión diferencial encontrada en glucosa 1.1M repercute directamente en un mayor 
contenido de quitina en la pared celular de las células de levadura expuestas a esta 
condición (Figura 3.5.7). La quitina constituye solamente entre un 2 y un 3% de la pared 
celular de S. cerevisae y, no obstante, juega un papel vital en la levadura. Bajo condiciones 
de osmoestrés causadas por sorbitol 1M, se expresan menos (en comparación con alta 
glucosa) los genes implicados en la biosíntesis de quitina, lo que implica un menor 
contenido del polímero y una mayor resistencia a calcofluor white (Figura 3.5.8). 







Todos estos resultados demuestran que existe una correlación entre los datos 
transcriptómicos obtenidos en este trabajo y diversos aspectos fisiológicos de S. cerevisiae 
y aportan, en su conjunto, una amplia visión que abarca, desde los factores 
transcripcionales implicados y los genes diferencialmente expresados hasta las 
consecuencias a nivel fisiológico de las particularidades del osmoestrés causado por altas 
concentraciones de glucosa. Aunque todavía quedan muchos aspectos por dilucidar en 
relación al proceso de señalización en dichas condiciones, nuestros estudios aportan datos 
novedosos que ayudan a entender mejor cómo se adaptan las levaduras las mismas. La 
Figura 4.2 modeliza de forma simplificada las principales conclusiones obtenidas en el 
Capítulo 5 de esta Tesis. 
 
Figura 4.2. Modelización de la respuesta de las células de S. cerevisiae al estrés osmótico 
causado por altas concentraciones de glucosa. En respuesta a este osmoestrés se activa la vía 
HOG, la MAPK Hog1 se transloca al núcleo, y se mantiene en este compartimento más tiempo que 
en osmoestrés causado por sorbitol 1M. Tanto Msn2/4 como Hot1 son dianas sujetas a activación 
por Hog1. Msn2/4 regula, junto con Skn7, la expression del gen HOT1, que se induce 
significativamente más en esta condición de osmoestrés que en otras como sal (NaCl 0.6M) o 
sorbitol (1M). Msn2/4 también participa activando otros genes de respuesta a estrés, aunque su papel 
como activador transcripcional es menos relevante que en las otras condiciones y su cinética de 
activación y permanencia en el núcleo es más transitoria. Entre los genes de respuesta a estrés 
diferencialmente expresados en alta glucosa, se encuentran genes de biosíntesis de la pared celular, 
especialmente de quitina, sobreexpresados en esta condición y no en sorbitol 1M. En cambio, se 
encuentran no inducidos (y sí en sorbitol 1M) genes de mobilización de glucógeno, por lo que en 
osmoestrés causado por glucosa las células de levadura acumulan mayores niveles de este 
polisacárido en su interior. En la Figura solamente se indica el estado de fosforilación de las 
proteínas Hog1, Hot1 y Msn2/4. 







El gen de S. cerevisiae regulado por Hot1 YHR087W/HGI1 
esta implicado en la traducción en condiciones de osmostrés 
causadas por alta glucosa 
Uno de los genes que presenta mayores niveles de inducción en osmoestrés causado 
por glucosa es YHR087W, gen en un principio de función desconocida al que, sin embargo, 
se le atribuyen relaciones en procesos muy diversos y en su mayoría desvinculados de la 
respuesta a estrés (Shavchenko y col., 2005; Adinall y col., 2008; Constanzo y col., 2010). 
En el primer Capítulo de esta Tesis se sugiere por primera vez una función de la proteína, 
relacionada con la respuesta a estrés osmótico, y se presenta un estudio detallado de su 
regulación transcripcional en estrés osmótico y térmico. Todo ello en su conjunto hará que 
en futuros análisis presentados en este trabajo sea empleado como gen modelo de respuesta 
a osmoestrés. 
 
Papel de Yhr087w en la traducción 
Los datos transcriptómicos globales proporcionan en muchos casos el punto de 
partida necesario para iniciar el estudio de genes de función desconocida. El abordaje del 
análisis funcional del gen YHR087W presentaba una notable complejidad por la gran 
variedad de procesos subcelulares distintos con los que se había relacionado en estudios 
previos de otros autores. Aunque había sido foco de consideración (casi siempre indirecta) 
de muchos trabajos anteriores, en un rastreo llevado a cabo por Adinall y col. (2008) para 
identificar mutantes por deleción que suprimieran el fenotipo del mutante termosensible 
cdc13-1 (en el que, a temperatura no permisiva, el DNA telomérico es degradado) se 
sugirió para la proteína Yhr087w una función relacionada con la estabilidad telomérica. 
Estos datos fueron los responsables del nombre sistemático original del gen, RTC3 
(Restriction of Telomere Capping).  
Varios estudios transcriptómicos previos habían descrito la notable inducción que 
experimenta este gen bajo distintas condiciones de estrés: térmico, oxidativo, fase 
estacionaria (Gasch y col., 2000), pHs ácidos y básicos (Causton y col., 2001) e 
hiperosmolaridad causada por sal, sorbitol (Causton y col., 2001) y glucosa (Kaerbelein y 







col., 2002; Erasmus y col., 2003). Pero fue Capaldi y col. en 2008 quienes, en otro estudio 
de análisis de expresión génica mediante micromatrices, postularon que es la ruta HOG la 
que regula el incremento de expresión del gen bajo distintas condiciones de osmoestrés. 
Estudios realizados en cepas vínicas en nuestro grupo de investigación (Jiménez-
Martí y col., 2009) demostraron que la sobreexpresión del gen mejora su comportamiento 
fermentativo y la tolerancia a estrés, y que niveles altos de mRNA de YHR087W se 
correlacionan con una mayor resistencia a estrés osmótico (Jiménez-Martí y col., 2011). 
Estos resultados, junto con la elevada inducción del gen en condiciones de estrés, sugieren 
una función de la proteína relacionada con la respuesta a hiperosmolaridad aunque no 
permiten descartar en absoluto su implicación en otras condiciones de estrés. 
El abordaje del estudio fenotípico del mutante por deleción en cepas de laboratorio 
refuerza esta hipótesis, ya que su disrupción causa problemas de crecimiento, menor 
viabilidad y disminución en el consumo de glucosa en presencia de concentraciones de 
dicho azúcar del 20% y 30% (p/v) (Jiménez-Martí y col., 2011). Sin embargo, estos 
fenotipos sólo se observan en cultivos en fase estacionaria y, tal como se muestra en la 
Figura 3.1.S1, los defectos de crecimiento del mutante en distintas condiciones de 
osmoestrés son difícilmente apreciables en ensayos de crecimiento en placa. Por tanto, se 
trata de un gen que se induce muy fuertemente en condiciones de estrés (Figura 4.3) pero 
cuya deleción no presenta un fenotipo claro en dichas condiciones. 
 
Figura 4.3. Cambios en los niveles de expresión de Yhr087w detectados mediante western-blot 
en condiciones de estrés osmótico causado por altas concentraciones de glucosa. Células 
procedentes de 16 horas en YPD fueron transferidas a YPD e incubadas a 30ºC (Control) o 37ºC 
(YPD 37ºC). Otra alícuota del cultivo fue transferida a YPD conteniendo 20% (p/v) de glucosa e 
incubada a 30ºC (YP20). Se recogieron células en los tiempos indicados en la Figura y se procedió a 
realizar extractos proteicos totales que fueron analizados mediante western-blot y detectados con el 
anticuerpo α-PAP. Se utilizó el anticuerpo anti tubulina como control de carga. Figura procedente de 
Mercè Gomar, Tesis de Máster (2011). 







Es importante señalar, sin embargo, que esto no es en absoluto contradictorio ni 
sugiere una escasa relevancia funcional de Yhr087w, ya que el mutante Δhot1, por citar un 
ejemplo directamente relacionado con este trabajo, no presenta defectos de crecimiento en 
presencia de osmoestrés (tan sólo una ligera reducción de la viabilidad celular después de 
24 horas de incubación en presencia de NaCl 1.7M) y son necesarios ensayos indirectos 
mediante la ruta HOG (como el descrito con ssk2Δnt, Rep y col., 1999b ) para observar un 
fenotipo en el mutante del factor transcripcional. 
Por todo ello, resultan de especial relevancia los resultados del estudio proteómico 
realizados en nuestro laboratorio con el mutante Δyhr087w en el que aparecen disminuidos 
(entre otros) los niveles de las proteínas de respuesta a estrés Hsp104 y Hsp78 (Jiménez-
Martí y col., 2011; Figura 3.1.S3). Ello atribuye un papel a Yhr087w en alguna de las 
etapas del proceso de expresión génica en respuesta a osmoestrés, y posiblemente también 
en respuesta a choque térmico (Figura 3.1.S3). Las conclusiones logradas en el Capítulo 1 
de esta Tesis, que atribuyen a Yhr087w un papel en procesos post-transcripcionales, 
concretamente en la traducción de mRNAs de genes de respuesta a estrés, derivan 
inicialmente de varios estudios previos que atribuyen un papel negativo a la proteína en 
otras etapas del proceso de expresión génica y se ven reforzados por los resultados 
obtenidos en las interacciones físicas, sensibilidad a drogas que inhiben la traducción y 
análisis de niveles de mensajeros asociados a las fracciones polisómicas. 
En este sentido, se han realizado experimentos de inmunoprecipitación de la 
cromatina (ChIP) que demuestran que Yhr087w no es capaz de unirse ni al promotor ni a la 
región codificante de HSP104 (Figura 3.1.S2), y que en el mutante Δyhr087w no se ve 
afectado el reclutamiento de la polimerasa (Rpb1) a este gen (Gomar-Alba, Tesis fin de 
Máster, 2011). Ensayos con tiolutina demuestran que en este mutante no se ve disminuida 
la estabilidad del mRNA del gen HSP104, (Gomar-Alba y del Olmo, resultados no 
publicados). Tampoco la exportación de mensajeros en general se ve alterada en Δyhr087w 
(Jiménez-Martí, Tesis Doctoral, 2011), aunque esto no descarta un papel de la proteína en 
el caso de mRNAs concretos. Todos estos resultados sugieren que Yhr087w no tiene una 
función transcripcional ni en exportación, a pesar de las interacciones génicas descritas 
entre YHR087W y proteínas implicadas en la transcripción y su control (Nut1, Set3, Npl3, 







Cna1 o Bcy1, Constanzo y col., 2010) o  en procesamiento y exportación de mRNAs (Nat3,  
Nsr1, Yra2, Air1, Savchenco y col., 2005; McClellan y col., 2007, Wilmes y col., 2008). 
Pero posiblemente el estudio más interesante que descarta una función 
transcripcional de la proteína son las micromatrices realizadas en las mismas condiciones 
que el estudio proteómico con el mutante Δyhr087w (tras 1h de incubación en 20% (p/v) de 
glucosa) (Jiménez-Martí y del Olmo, resultados no publicados), en el que se atribuye una 
mínima relevancia a Yhr087w en el control transcripcional en S. cerevisiae, ya que sólo 8 
genes aparecen menos expresados en la cepa mutante que en la silvestre, y entre ellos no se 
encuentran ni HSP104 ni HSP78.  
El hecho de que en el mutante Δyhr087w no haya niveles inferiores de mRNAs de 
HSP104 ni HSP78 (Figura 4.4) pero sí de las proteínas codificadas por estos genes (Figura 
3.1.S3), atribuye fuertemente a Yhr087w un papel post-transcripcional.  
 
Figura 4.4. Análisis mediante RT-PCR semicuantitativa de los niveles de mRNA de los genes 
de respuesta a estrés HSP78 y HSP104 en una cepa silvestre (BY4742) y un mutante Δyhr087w. 
Células procedentes de 16 horas en YPD fueron transferidas a YP20 (Glucosa 20% (p/v)) durante 1 
hora. Se recogieron, se procedió a la extracción de RNA total y se sintetizó cDNA. La expresión 
génica se determinó mediante RT-PCR semicuantitativa, y se normalizaron los datos frente al gen 
ACT1. Figura adaptada de Jiménez-Martí, Tesis Doctoral (2010). 
En el Capítulo 1 de esta Tesis se demuestra que, efectivamente, Yhr087w participa 
en la traducción de mRNAs concretos de genes de respuesta a estrés. El estudio de los 
perfiles de polisomas (Figura 3.1.8) permite deducir que en la cepa mutante por deleción la 
tasa de traducción general se ve ligeramente afectada en condiciones de estrés, es decir, 
existe una disminución de los niveles de mensajeros traducidos activamente (asociados a 
ribosomas en la fracción polisomal, P) con respecto a tiempo 0. Que el mutante presente 
una tasa de traducción inferior, junto con el hecho de que Yhr087w esté asociado a la 
fracción ribosomal, refuerza claramente el papel de la proteína en la traducción, y podría 







explicar los niveles inferiores de Hsp104 y Hsp78 en el mutante detectados en el estudio 
proteómico. La comprobación de esta hipótesis proviene de los datos obtenidos del análisis 
de los perfiles de polisomas a los 45 minutos de aplicar el estrés causado por 20% de 
glucosa. Según estos resultados la relación P/FM es inferior en el mutante, lo que indica 
que hay más mRNAs asociados a las fracciones libre y monosomal (FM), es decir, no 
activamente traducidos. El aislamiento y purificación de estos mRNAs, y su cuantificación 
mediante RT-PCR a tiempo real (Figura 3.1.9) demuestran que, efectivamente, en el 
mutante Δyhr087w hay niveles inferiores de mRNAs en proceso de traducción de 
transcritos correspondientes a HSP104 y HSP78. Además, y este es el punto realmente 
interesante, ocurre lo mismo en el caso de otros genes de respuesta a estrés como GPD1 
pero no en el de genes de expresión constitutiva y no relacionados con estrés, como IPP1 y 
PDA1. Este conjunto de resultados implica que la disminución de la tasa de traducción 
general observada en la cepa mutante no afecta a todos los genes por igual, sino solamente 
a mRNAs particulares de respuesta a estrés, atribuyendo por primera vez a Yhr087w una 
clara funcionalidad en dicho proceso. 
Del análisis de estos resultados, se deriva una cuestión interesante. ¿Porqué viéndose 
tan afectada la traducción de transcritos de un gen de respuesta a estrés tan sobreexpresado 
como GPD1, no se han detectado niveles menores de la proteína codificada en el estudio 
proteómico comparativo realizado entre las cepas silvestre y mutante (cuyos resultados 
completos se encuentran publicados en Jiménez-Martí y col., 2011). En este sentido, es 
muy importante resaltar, que, en la respuesta a estrés, cada gen posee una cinética particular 
de inducción. Como bien se ha descrito en este trabajo, mientras que STL1 se induce 
rápidamente (a los 5 minutos empieza la expresión del gen, inexistente sin estrés, 
apareciendo el pico de máxima expresión a los 15 minutos para luego decaer de nuevo a los 
30, Figura 3.2.6), otros genes como YHR087W empiezan a inducirse a los 20 minutos 
manteniéndose su expresión durante horas. Consecuentemente, existen diferencias también 
en sus cinéticas de traducción. Es por ello, que para analizar correctamente la expresión de 
genes concretos, o la traducción de sus mRNAs, es esencial tener en cuenta este aspecto. Se 
deberían realizar cinéticas particulares, tanto de traducción de los mRNAs asociados a 
fracciones polisomales, como de expresión de la proteína de interés por western-blot, 
considerándose también mediante esta última técnica su cinética de degradación (por 
ejemplo mediante ensayos de inhibición con cicloheximida).  







La implicación de Yhr087w en el proceso de traducción queda, además, demostrada 
en este trabajo, por las interacciones físicas y la sensibilidad del mutante a drogas que 
inhiben la traducción. Los resultados del experimento de TAP (Tandem Affinity 
Purification), confirmados individualmente por coinmunoprecipitación, muestran que 
Yhr087w interacciona físicamente con una serie de proteínas relacionadas con el inicio de 
la traducción, como Tif32 (eIF3a), Tif4631 (eIF4G) y Cdc33 (eIF4E, que además une la 
caperuza del mRNA), detectándose también interacciones génicas con la última de ellas en 
presencia de la droga inhibidora de la traducción higromicina. Muchos mutantes en 
proteínas implicadas en esta etapa de la expresión génica muestran defectos de crecimiento 
en presencia de este tipo de drogas, y el hecho de que el mutante Δyhr087w presente una 
clara sensibilidad a cicloheximida (Figura 3.1.7) refuerza una vez más su implicación en 
este proceso post-transcripcional. Es importante destacar que estos defectos de crecimiento 
son mucho más evidentes que los que presenta bajo distintas condiciones de osmoestrés, lo 
cual permite atribuir al mutante Δyhr087w un fenotipo claro para futuros análisis. 
 
Regulación del gen YHR087W por el factor transcricional Hot1 en respuesta a 
osmoestrés 
La otra aportación significativa de este trabajo radica en describir la regulación de un 
gen tan inducido en respuesta a estrés (y bajo condiciones tan variadas) como YHR087W 
(Figuras 4.5 y 3.1.2).  
 
Figura 4.5. Cambios en los niveles de mRNA de YHR087W en condiciones de estrés causado 
por choque térmico (39ºC) y altas concentraciones de glucosa (YP20, glucosa 20% (p/v)). 
Células procedentes de un cultivo exponencial de la cepa W303-1a fueron transferidas a 39ºC o 
medio YP20 durante 30 minutos. Se recogieron, se procedió a la extracción de RNA total y se 
sintetizó cDNA. La expression génica se determinó mediante RT-PCR semicuantitativa, y se 
normalizaron los datos frente al gen ACT1. 







En el estudio transcriptómico global llevado a cabo en 2008 por Capaldi y col. se 
sugería que era la ruta HOG la encargada de dirigir la expresión del gen en condiciones de 
osmoestrés. Los resultados obtenidos en el mutante Δhog1 confirman claramente esta 
hipótesis (Figura 3.1.2) en condiciones de estrés causado por 20% de glucosa, viéndose en 
estudios posteriores (Gomar-Alba y col., 2013, Figura 3.2.6) que ocurre lo mismo en 
osmoestrés por sal (NaCl 0.4M). En todo caso, es significativo que el factor transcripcional 
de respuesta a estrés Hot1 sea el principal regulador del gen en estas condiciones de estrés, 
reduciéndose su expresión a un 20% respecto de la cepa silvestre. Este hecho constituye 
una prueba adicional de la relevancia de dicho factor transcripcional en la respuesta a altas 
concentraciones de azúcares discutida en el apartado anterior de la discusión. Sko1 sería el 
otro factor implicado en la regulación del gen, así como Msn2/4. De hecho YHR087W tiene 
el elemento STRE reconocido por dichas proteínas en posiciones -301 y -199 entre otras 
(Bai y col., 2015). Los tres reguladores transcripcionales están controlados a su vez por la 
ruta HOG en condiciones de osmoestrés, y por eso es en el mutante Δhog1 donde se 
observa la disminución más significativa de la expresión del gen.  
GPD1, GPP2, HSP12 y CTT1 son genes claramente vinculados a la respuesta a 
estrés osmótico que han sido tradicionalmente muy estudiados y también están regulados 
por Hot1 (Tabla 3.3.1). Es importante destacar el hecho de que ninguno de ellos está 
completamente controlado por el factor transcripcional, y es sólo en las cepas con la 
combinación de varios mutantes en factores de transcripción (Msn2/4 y Msn1; Rep y col., 
2009b, Figura 4.6) cuando se logra que disminuyan considerablemente los niveles de 
expresión de este gen. Y, sorprendentemente, sólo con CTT1 se logra, en el cuádruple 
mutante Δhot1 Δmsn2 Δmsn4 Δmsn1 que la expresión del gen sea nula. Estos cuatro genes 
son, al igual que YHR087W, genes muy inducidos en respuesta a estrés y con una cinética 
de inducción bastante larga, ya que su expresión dura hasta los 90 minutos tras la aplicación 
del estrés y, en el caso de HSP12, como en el de YHR087W, se prolonga incluso más. Esto 
es un claro ejemplo de cómo la levadura S. cerevisiae hace uso tanto de la redundancia 
funcional como de la interconexión entre distintos mecanismos de regulación, para asegurar 
que se mantenga la expresión de genes tan necesarios en condiciones adversas de respuesta 
a estrés. En ese sentido hubiese sido interesante estudiar la expresión con varias 







combinaciones en mutantes de factores de transcripción del gen YHR087W, y ver si se 
conseguía reducir completamente su expresión.  
 
Figura 4.6. Cambios en los niveles de mRNA de varios genes de respuesta a estrés regulados 
por Hot1 en condiciones de estrés osmótico (NaCl 0.7M) detectados por Northern-blot. Niveles 
de transcrito observados en la combinación de distintos mutantes de factores de transcripción de 
respuesta a estrés. El gen IPP1 se usa como referencia para normalizar. Figura procedente de Rep y 
col. (1999b). 
Es importante destacar que, desde que se publicó este trabajo, numerosos estudios 
realizados sobre Hot1 usan como gen modelo el YHR087W (Gomar-Alba y col., 2013, 
Burns y Wente, 2014; Bai y col., 2015), aunque no está relacionado con el metabolismo y 
transporte de glicerol, como muchos de los genes que regula el factor transcripcional. Otro 
gen modelo comúnmente utilizado en los trabajos relacionados con Hot1 es precisamente 
STL1, que codifica una proteína de membrana plasmática implicada en la importación de 
glicerol al interior celular (Figuras 1.8 y 1.11). A lo largo de los distintos Capítulos de esta 
Tesis, se han usado ambos como ejemplos de genes regulados por Hot1. La elección no es 
en absoluto arbitraria y es que estos dos genes tienen peculiaridades que hacen que se 
complementen a la perfección. Por una parte, STL1 presenta la gran ventaja de estar 
completamente regulado por el factor transcripcional, es decir, en el mutante Δhot1 no hay 
mensajero de STL1 (Alepuz y col., 2003; Figura 3.2.6). Esta es una importante 
particularidad que ninguno de los genes comentados anteriormente posee, y hace que sea 
muy útil en el estudio del factor transcripcional, pues no deja margen a confusión si se 
trabaja con un Hot1 no funcional, como lo harían los distintos porcentajes de disminución 
de la expresión de otros genes. Presenta en cambio un notable inconveniente, y es que su 







cinética de expresión es realmente rápida (Alepuz y col., 2003; Gomar-Alba y col., 2013; 
Figura 3.2.6) siendo muy distintos los niveles de mRNA encontrados entre los 5, 10, 15 y 
20 min, lo que complica trabajar con precisión con muchos cultivos a la vez, e implica 
mantener siempre las mismas concentraciones de osmolito para no alterar la cinética entre 
distintos experimentos. Este inconveniente no lo encontramos en el caso del gen 
YHR087W, que mantiene niveles altos y constantes de mRNA desde los 15 minutos hasta 
las dos horas. En cambio, como ya se ha discutido, en el mutante Δhot1 los niveles de 
expresión del gen caen a un 20-30%, pero no a 0. Por todo ello, ambos genes ofrecen el 
complemento ideal para asegurar el rigor de los resultados obtenidos en los distintos 
experimentos de análisis de la expresión génica que se realizan a lo largo de toda esta Tesis. 
Que STL1 sea completamente regulado por el factor transcripcional Hot1, nos remite 
al muy recientemente publicado trabajo de Bai y col. (2015), donde van más allá y afirman 
que es el único gen controlado por dicho factor transcripcional. Para llegar a esta 
afirmación, los investigadores se basan principalmente en que es el único gen en cuyo 
promotor se encuentra la secuencia HoRE (Hog1 Responsive Element). Este elemento de 
secuencia, situado en las posiciones -654 a -626, sería esencial para la activación del gen de 
forma Hog1-Hot1 dependiente y contiene dos repeticiones de la secuencia 5’-CATTTGGC-
3’ que sería la reconocida por el factor transcripcional. Dado que Hot1 se puede unir al 
promotor de otros genes de respuesta a estrés anteriormente citados (Figura 3.3.2) y regular, 
al menos parcialmente, su expresión (Tabla 3.3.1; Rep y col., 1999b; Alepuz y col., 2001; 
Capaldi y col., 2008; Cook y O’Shea, 2012; esta Tesis Doctoral), debería existir en todos 
ellos un elemento de reconocimiento para Hot1 que Bai y col. (2015) no consiguen 
localizar, lo cual deja abierta la especulación a otras posibilidades. Más adelante se 
retomará esta discusión al revisar cómo interacciona el factor transcripcional con el DNA.  
 
Implicación funcional de Yhr087w en otros procesos distintos a la respuesta a 
estrés osmótico 
En el apartado anterior sólo se ha hecho referencia a la regulación de YHR087W en 
respuesta a estrés osmótico. Sin embargo, este gen está también inducido por otros tipos de 
condiciones adversas, como el choque térmico, donde el factor transcripcional Msn2/4 







tendría el papel principal, probablemente casi exclusivo, en la regulación del gen (es en el 
único mutante en el que en dichas condiciones la expresión del gen se reduce hasta un 
25%). No deja de ser curioso el hecho que, bajo estas situaciones, en los mutantes Δhot1 y 
Δsko1 (principales reguladores en osmoestrés) se incrementen aproximadamente el doble 
los niveles de mRNA de YHR087w. Aunque este Capítulo y la Tesis en general está 
centrada a la respuesta a estrés osmótico, sería muy interesante ver si Yhr087w regula de 
algún modo la traducción de transcritos en respuesta a choque térmico, ya que, al menos en 
el caso de Hsp104 (chaperona que también está implicada en el plegamiento en este tipo de 
estrés) los niveles de proteína se ven disminuidos en el mutante Δyhr087w (Figura 3.1.S3). 
Más allá de la relación de Yhr087w con la traducción de mRNAs, está el hecho de 
que varias evidencias vinculan de algún modo a la proteína en funciones no relacionadas 
directamente con la respuesta a estrés. En primer lugar, el hecho de que Δyhr087w suprima 
el fenotipo del mutante termosensible cdc13-1 (Adinall y col., 2008) es sorprendente y no 
carece en absoluto de interés. Por ese motivo, paralelamente a los experimentos descritos 
en este capítulo, se realizaron ChIPs para ver si Yhr087w podía asociar el DNA de regiones 
teloméricas o subteloméricas (Gomar-Alba y del Olmo, resultados no publicados). En 
ninguno de los ensayos realizados, en los distintos cromosomas ensayados (V, VI y VII), se 
observó inmunoprecipitación de la proteína, por lo que si de algún modo puede regular 
negativamente la estabilidad telomérica, debe ser de forma indirecta, y no mediante su 
asociación directa al DNA en estas regiones cromosómicas. 
El otro punto de especial interés con respecto a  Yhr087w radica en la gran similitud 
estructural que presenta con la región N-terminal de la proteína de S. cerevisiae Sdo1. Sdo1 
une RNA, interacciona con factores nucleares que participan en el procesamiento de 
rRNAs, y está implicada en la maduración de la subunidad 60S ribosomal (Menne y col., 
2007; Luz y col., 2009). Esta claramente relacionada con el metabolismo del RNA y con el 
inicio de traducción, por lo que se pensó en la posibilidad de que Yhr087w fuera su 
redundante funcional (Savchenko y col., 2005), pues Sdo1 es una proteína esencial. 
Durante el desarrollo de este proyecto se trabajó con distintos mutantes de SDO1 pero en 
ningún caso se observaron interacciones génicas con YHR087W (Figura 4.7), ni en 
condiciones de estrés, ni con drogas inhibidoras de la traducción (al contrario que el 
mutante Δyhr087w, mutantes en SDO1 son más sensibles a higromicina que a 







cicloheximida, ver Figura 4.7). El hecho de que Sdo1 no esté regulado por estrés ni 
condiciones adversas hace pensar que, aunque ambos realicen funciones relacionadas con la 
traducción y presenten similitudes estructurales, cada uno tiene su rol particular en esta 
etapa, estando el de Yhr087w vinculado con la respuesta a estrés, como se ha ido 
demostrando a lo largo de este trabajo.   
 
Figura 4.7. Sensibilidad a inhibidores de la elongación traduccional y a osmoestrés por glucosa 
al 30% (p/v) en el mutante Δyhr087w y SdoK118A. Se realizaron diluciones seriadas (1:10) que 
fueron goteadas sobre placas de YPD, YPD con cicloheximida 0,1µg/mL o higromicina 20 µg/mL y 
YP30 (glucosa 30% (p/v)), y se incubaron a 30ºC durante 48-72 horas. 
Con todo, desde que se publicó este trabajo en 2012 no han habido nuevas 
aportaciones sobre la funcionalidad de esta proteína, aunque, como ya se ha comentado 
anteriormente, YHR087W ha sido usado como modelo de gen regulado por Hot1 en la 
respuesta a osmoestrés en distintas ocasiones, y todos los datos obtenidos hacen pensar en 
un papel relevante de la proteína en respuesta a estrés, más allá de las pequeñas diferencias 















Interacciones del factor transcripcional Hot1 con el DNA y 
con otras proteínas en el contexto de su función en la respuesta a 
estrés hiperosmótico en S. cerevisiae 
Uno de los objetivos de este trabajo, y que da título a la Tesis, es el análisis del 
factor transcripcional de respuesta a estrés osmótico Hot1. Gran parte de los estudios 
realizados en esta Tesis Doctoral (Capítulos 2, 3 y 4) han estado dirigidos a entender cómo 
para llevar a cabo el control adecuado de sus genes diana, dicho factor transcripcional 
interacciona con otras proteínas y con el DNA. Durante estos tres Capítulos se analizan con 
profundidad distintos aspectos relacionados con esta proteína, aportando claridad a algunas 
de las principales incógnitas sobre la regulación y activación de Hot1 y sobre los elementos 
necesarios para su funcionalidad, y su interacción con el DNA y con otras proteínas. El 
primero de los Capítulos (2) está publicado en Gomar-Alba y col. (2013), mientras que los 
otros dos están actualmente en proceso de revisión (en BBA Gene Regulatory Mechanisms) 
o preparación final. 
 
Elementos de Hot1 necesarios para su funcionalidad: KR4 y ED5 
Hot1 dirige la expresión de una serie de genes implicados en la biosíntesis y 
movilización del osmolito compatible glicerol, fundamentales para la adaptación de la 
levadura a las condiciones de alta osmolaridad del medio. Entre los factores 
transcripcionales activados por Hog1, Msn2/4 son los que tienen mayor efecto en los 
cambios en la expresión génica dependientes de osmoestrés, aunque en alta concentración 
de azúcares Hot1 y Sko1 presentan un papel importante, como se ha comentado 
anteriormente (Capaldi y col., 2008). Sin la MAPK Hog1, Hot1 no se activa, y no se 
expresa STL1 (recordemos que está controlado únicamente por dicho factor). Además se 
observan disminuciones en la actividad transcripcional de los otros genes dependientes de 
Hot1 (Rep y col., 1999b; Alepuz y col., 2003; Gomar-Alba y col., 2012). Sin embargo, 
aunque Hog1 activa por fosforilación algunos factores transcripcionales como Smp1 y 
Sko1, la fosforilación de Hot1 dependiente de Hog1 no es esencial para la expresión de su 
gen diana STL1. Esta conclusión procede de experimentos llevados a cabo en un mutante en 







el que las serinas susceptibles de fosforilación por la MAPK fueron sustituidas por 
alaninas, y, por tanto, Hot1 resulta incapaz de ser fosforilado; a pesar de ello esta cepa 
sigue manteniendo los mismos niveles de expresión de STL1 que una cepa silvestre (Alepuz 
y col., 2003). En el Capítulo 2 se demuestra que la activación de Hot1 mediada por Hog1 es 
dependiente de la interacción entre ambas proteínas (y no de la fosforilación por la MAPK), 
aunque, evidentemente, si no interaccionan Hot1 permanece sin fosforilar, del mismo modo 
que ocurre en una cepa Δhog1 (Figura 3.2.3). El dominio de interacción (o docking site) 
con Hog1, determinado en este trabajo mediante ensayos de doble híbrido y posteriormente 
confirmado por coinmunoprecipitación y ensayos de fosforilación, es una región básica, 
compuesta por los aminoácidos KRRRR (KR4) y situada en las posiciones 381-385. Esta 
secuencia es completamente esencial para la funcionalidad de Hot1: cuando es delecionada 
o sustituida por metioninas, Hot1 no interacciona con Hog1 (Figura 3.2.1) ni es capaz de 
activar la expresión de sus genes diana STL1 y HGI1 (Figura 3.2.6). 
En este trabajo se demuestra, por tanto, que la activación de Hot1 por la MAPK 
Hog1 se logra por la interacción entre ambas proteínas, con la relevancia que esta 
interacción supone, no sólo para la reprogramación transcripcional que tiene lugar en la 
respuesta a estrés, sino también, y muy ligada a ella, en la habilidad de las células de 
levadura para superar esta condición adversa. 
El otro elemento esencial para la funcionalidad del factor transcripcional que se 
estudia en el Capítulo 2 de este trabajo es una región acida, situada en posición 541-546 y 
compuesta por los residuos EDDDDD (ED5). En muchos casos, el módulo de 
transactivación de los factores transcripcionales está compuesto por residuos ácidos 
(Courey y Tijan, 1988). En la Figura 3.2.5 se muestran los resultados de un ensayo de Un-
Híbrido4 en el que distintos truncados de Hot1 se fusionaron al dominio de unión al DNA 
de LexA, por lo que sólo se activa la expresión del gen reportero lacZ si la región de Hot1 
considerada funciona como dominio activador de la transcripción. El hecho de que el 
truncado HOT.1, que carece de la región carboxi-terminal de la proteína y del elemento 
ED5, sea capaz de activar la transcripción (tanto en la cepa silvestre como en la Δhot1) al 
mismo nivel que el truncado HOT.0 (140-582) que sí posee ED5, sugiere que este elemento 
                                                      
4 Utilizamos esta terminología por similitud con doble-híbrido 







no es indispensable para la capacidad activadora de la transcripción de Hot1. Curiosamente, 
en este mismo ensayo, en el mutante ΔED5, en el que estos aminoácidos han sido 
delecionados en HOT.0, sí cae la capacidad transactivadora del factor transcripcional (en 
cepas silvestre y Δhot1). Esto dificulta descartar completamente el papel de ED5 como 
activador de la transcripción.  
Siguiendo con el papel de ED5, experimentos de inmunoprecipitación de la 
cromatina realizados en este trabajo demuestran que cuando esta región es delecionada 
Hot1 no puede unirse a los promotores de los genes que regula (Figura 3.2.7; Figura 3.3.1). 
Esto implica que este dominio también es esencial para la funcionalidad del factor 
transcripcional, pues cuando está ausente, la expresión de los genes regulados por Hot1 es 
idéntica a la encontrada en un mutante Δhot1. Resulta curioso que, en el caso del gen STL1, 
la mutación ΔED5 tiene incluso un mayor efecto en este sentido que la ΔKR4. Los 
resultados de estos experimentos de ChIP son de gran interés, ya que, dada la homología de 
secuencia entre la región C-terminal de Hot1 y el dominio de unión al DNA de los factores 
transcripcionales Gcr1 y Msn1 (Figura 3.3.1), se había considerado (Krantz y col., 2006) 
que el dominio de unión al DNA de Hot1 fuera la región comprendida entre los 
aminoácidos 610-719, que no incluye el elemento ED5. En el Capítulo 3 de esta Tesis, se 
demuestra in vivo, mediante ChIP y ensayos de Un-Híbrido, e in vitro, mediante EMSA, 
que efectivamente la región C-terminal de Hot1, sin incluir ED5, es suficiente para unir el 
DNA de sus promotores diana, aunque también lo puede unir una región más amplia (534-
719) que sí incluye los aminoácidos ácidos. Una de las hipótesis que puede explicar que al 
delecionar ED5 Hot1 no pueda unir el DNA en los experimentos de ChIP es que la 
ausencia de estos residuos cambie el plegamiento de la región C-terminal, y, por tanto, del 
dominio de unión al DNA (DBD), en el contexto de la proteína completa, aunque sería 
necesario un estudio más profundo sobre la funcionalidad de este dominio para poder 
entender en su conjunto y complejidad, los distintos resultados obtenidos en el mutante 
ΔED5. 
En ese sentido, otra evidencia obtenida en este trabajo, derivada de los distintos 
experimentos realizados con el mutante hot1ΔED5, es que éste, al igual que el hot1ΔDBD, 
siempre presenta un mayor nivel de proteína que la cepa silvestre (Figura 3.2.3, Figuras 4.8 
y 4.9). El hecho de que mutantes en Hot1 que no pueden unir el DNA presenten mayor 







nivel de la proteína hace pensar en la posibilidad de que no sean correctamente degradados. 
Por ese motivo, se realizó una cinética en cicloheximida para ver la estabilidad de la 
proteína Hot1 (Figura 4.8, Panel A) y, al confirmar su cinética de degradación, se procedió 
a realizar el mismo experimento con los mutantes hot1ΔDBD y hot1ΔED5. El resultado 
obtenido (Figura 4.8B) muestra que, aunque es evidente la mayor cantidad de proteína Hot1 
que presenta el mutante hot1ΔDBD, que no une el DNA, la cinética de degradación que 
sigue este factor transcripcional es idéntica a la de la cepa silvestre aunque, evidentemente, 
al partir de niveles proteicos mayores, tardan más tiempo en ser completamente degradados 
en presencia de cicloheximida. Se obtuvieron los mismos resultados en el mutante 
hot1ΔED5 (resultados no mostrados). 
Figura 4.8. Cinética de degradación de Hot1 y Hot1ΔDBD en presenica de cicloheximida 
(CHX) 200 µg/mL. Células procedentes de un cultivo exponencial (OD600 = 0.4) fueron tratadas con 
cicloheximida y recogidas a los distintos tiempos indicados en la Figura. Se realizaron extractos 
proteicos totales y se inyectó en el gel siempre la misma cantidad de proteína total (25µg). Las 
muestras fueron analizadas mediante western-blot y la proteína Hot1 y sus derivadas detectadas con 
el anticuerpo α-HA peroxidasa 3F10 (1:10.000) de Roche. Se utilizó el anticuerpo hexoquinasa 2 
(Hxk2) como control de carga.  
Es importante considerar la posibilidad de que, del mismo modo que KR4 lo es 
para Hog1, el motivo ácido ED5 sea un sitio de unión con otras proteínas candidatas a 
interaccionar con Hot1. Burns y Wente (2014) propusieron recientemente que ED5 sería el 
docking site entre Hot1 y CK2, quinasa de la que se hablará después con mayor 
profundidad en el apartado de interacciones físicas en las que participa el factor 
transcripcional. 
Finalmente, el último aspecto determinante a comentar de este trabajo consiste en 
el hecho que delecionar KR4, pero no ED5, sea esencial para mantener la integridad de la 
vía HOG1 (Figura 3.2.8). Como se ha comentado con anterioridad, es difícil encontrar un 
fenotipo en el mutante Δhot1. Sólo tras 24 horas de fuerte estrés salino, el mutante por 
deleción presenta una menor viabilidad (aproximadamente 5 veces inferior a la de la cepa 







silvestre, Rep y col., 1999b; Gomar-Alba y col., 2013). Que ambos mutantes, hot1ΔKR4 y 
hot1ΔED5, presenten viabilidades similares al Δhot1 demuestra que dichos elementos, al 
ser esenciales para la funcionalidad de Hot1, son relevantes para las células de S. cerevisiae 
en la respuesta a estrés osmótico. El otro método de observar un fenotipo en Δhot1 es 
indirecto, mediante la integridad de la vía HOG1, tal como se explica en el Capítulo 2 de 
esta Tesis. Δhot1 revierte (aunque no tanto como Δhog1) el fenotipo deletéreo del mutante 
ssk2Δnt (en el que la ruta HOG1 está siempre activa). Que el mutante hot1ΔKR4, pero no el 
hot1ΔED5, también lo revierta, implica que el dominio básico es esencial para la 
funcionalidad de la ruta HOG1. Esto es coherente con las evidencias obtenidas en este 
trabajo acerca del papel de cada dominio, pues la interacción Hog1-Hot1 ocurre más arriba 
en la ruta que la interacción de Hot1 con el DNA (función afectada, entre otras posibles, en 
el mutante ED5), por lo que su ausencia tiene efectos más deletéreos en la respuesta a 
osmoestrés. 
Durante el Capítulo 2 de esta Tesis (Gomar-Alba y col., 2012) se presenta un 
exhaustivo estudio sobre los elementos de Hot1 necesarios para su funcionalidad en la 
respuesta a estrés, que queda completado, como se detallará a continuación, durante el 
Capítulo 3. 
 
Módulos del factor transcripcional Hot1 
En el Capítulo 2 se inicia el estudio de los elementos de Hot1 necesarios para su 
unión al DNA. El dominio de unión al DNA (DBD), es, tal como se ha descrito en la 
Introducción de esta Tesis, uno de los módulos fundamentales de los factores de 
transcripción. Hasta el momento no se había definido el DBD de Hot1, aunque se sabía 
que, tal como ya se ha comentado, la región carboxi-terminal de la proteína (610-719) 
presenta homología de secuencia con el dominio de unión al DNA de otros factores 
transcripcionales, como Msn1 y Gcr1 (Figura 3.3.1) y que, estructuralmente, podría tratarse 
de un dominio hélice-vuelta-helice (Krantz y col., 2006). Esta región no incluye el ED5, 
(situado en posición 541-546), por lo que el primer análisis a realizar era ver si el dominio 
de unión de Hot1 lo comprendía la región 610-719 o una mayor, que incluiría ED5, de 534-
719. Por ese motivo, se construyeron dos truncados de ambas regiones fusionados al 







dominio de activación de Gal4 y se realizaron ensayos de Un-Híbrido, utilizando como 
genes reporteros lacZ (Figura 3.3.1) e HIS3 (Figura 3.3.3). El uso de este último presenta 
un grado de exigencia mayor para la especificidad de la interacción, al realizarse ensayos 
de crecimiento en placas de  SC-his conteniendo 3-AT 1mM (Figura 3.3.3). Los resultados 
de ambos experimentos demuestran que la región comprendida entre los aminoácidos 610-
719 es el Dominio de Unión al DNA (DBD) de Hot1. Estos resultados se ven reforzados, 
además, por los ensayos in vitro de retardo en gel, todos ellos realizados sólo con esta 
región de Hot1 fusionada a GST. Es importante destacar, además, que al delecionar esta 
región (610-719), Hot1 no puede unir, a pesar de tener ED5, el promotor de sus genes diana 
(Figura 3.3.1), por lo que la región ácida, como se ha discutido anteriormente, no es en 
absoluto lo único necesario para la unión del factor transcripcional al DNA, aunque 
sigamos sin poder explicar porque su deleción la impide. 
Otro módulo esencial en los factores de transcripción es el dominio de 
transactivación. A pesar de que éste no fue su objetivo directo, el estudio de Un-Híbrido 
realizado con varios truncados de Hot1 fusionados al dominio de unión al DNA de LexA 
(Figura 3.2.5) nos permite obtener algunas conclusiones sobre este aspecto. Ya se ha 
comentado que es difícil descartar la implicación del dominio ácido ED5 en la activación 
transcripcional, aunque dado que los truncados HOT.1 y HOT.3, que carecen de él, activan 
la transcripción (en las cepas silvestre y Δhot1) de forma similar a HOT.0 que sí lo posee, 
es aun más difícil poder afirmarlo. Dejando a un lado el conflictivo ED5, el resultado más 
evidente de este estudio es que Hot1 necesita a Hog1 para poder activar el gen reportero en 
condiciones de estrés. Por eso, en el mutante Δhog1 la capacidad transactivadora de Hot1 es 
totalmente nula e idéntica a la observada en ausencia de estrés. Por ese mismo motivo, 
todos los mutantes que carecen de (o tienen mutada) la región KR4 son incapaces de activar 
la transcripción. Este es, pues, el primer requisito: como ya se ha demostrado, Hot1 necesita 
interaccionar con Hog1 para activar la expresión de genes diana. Obviando el efecto 
enmascarador de Hog1, y centrándonos en los truncados que tienen, por tanto, KR4, se 
observa que el que presenta una menor capacidad transactivadora es, con la excepción de 
hot1ΔED5, HOT.4. Este mutante carece de la región 420-719, con lo que presumiblemente 
el dominio transactivador de Hot1 debe estar situado dentro de esta amplia región. Hay que 
tener en cuenta, además, que tal como se muestra en el western-blot de la Figura 3.2.1, 







HOT.4 se expresa mucho más que HOT.0, HOT.1 y HOT.3, por lo que si se aplicara una 
normalización haciendo referencia a la cantidad de proteína, las diferencias de niveles de 
actividad β-galactosidasa con respecto a éstos serían considerablemente mayores. 
En este sentido, es muy importante destacar que la actividad enzimática que 
observamos en la cepa silvestre (Figura 3.2.5 Panel A) es mucho mayor que la observada 
en la cepa Δhot1 (Panel B). Esto conduce a dos conclusiones importantes. La primera, y 
más evidente, es que Hot1 se comporta como un factor de transcripción poco usual, ya que 
no es capaz de mantener altos niveles de activación transcripcional en ausencia de la copia 
genómica, lo que nos remite a la segunda, y es si la necesidad de esa copia genómica para 
sostener altos niveles transactivadores se podría explicar por el hecho de que haya de 
organizarse en forma de dímero para ser completamente funcional. En caso de ser esa 
hipótesis cierta, habría que tener en cuenta si en los truncados se está delecionando el 
módulo de dimerización, lo que impediría a la proteína formar dímeros. En la cepa con la 
copia genómica siempre se tendría un Hot1 completo y funcional, con su dominio 
transactivador, y capaz de unir otro Hot1 que mantenga el módulo de dimerización, lo que 
aumentaría considerablemente la capacidad activadora del factor transcripcional. 
Además de los análisis obtenidos en el experimento de Un-Híbrido, la hipótesis de 
que Hot1 pueda formar dímeros se ve reforzada potentemente por los resultados de la 
coinmunoprecipitación mostrada en la Figura 3.2.9, donde se demuestra que, tanto en 
condiciones de estrés osmótico como en ausencia del mismo, Hot1 es capaz de 
interaccionar consigo mismo, y con altos niveles. La evidencia de la capacidad formadora 
de dímeros del factor transcripcional se obtuvo mediante un experimento de 
entrecruzamiento. En nuestros resultados (Figura 3.2.9) se ve claramente la banda 
correspondiente al dímero (de 200 kDa) pero aunque el experimento se realizó con varios 
agentes entrecruzadores distintos, nunca conseguimos ver la banda del dímero 
incrementarse al disminuir el monómero, lo que supondría una confirmación definitiva.  
Estos resultados nos conducen a otra pregunta interesante, ¿cuál sería el dominio de 
dimerización de Hot1? Una hipótesis posible es que el mismo dominio de unión al DNA 
actúe también como dominio de dimerización (como ocurre con algunos factores 
transcripcionales, Murre y col., 1989) y otra es que el elemento ácido ED5 sea necesario 







para la formación del dímero (de hecho, si fuera así y Hot1 necesita ser un dímero para unir 
el DNA, eso explicaría algunos de los resultados obtenidos con el mutante ED5 discutidos 
anteriormente). Con el objetivo de testar estas posibilidades se realizó un experimento de 
coinmunoprecipitación con las mismas condiciones que el descrito en la Figura 3.2.9. En 
estos ensayos se utilizaron cepas que expresaban Hot1-TAP con los mismos niveles a partir 
de la copia genómica, así como variantes de Hot1 etiquetadas con HA codificadas por 
copias presentes en plásmidos centroméricos. La inmunoprecipitación Hot1-TAP (Figura 
4.9) permitió observar de nuevo que la ausencia de ED5 o del dominio de unión repercute 
en mayores niveles proteicos. Pero el resultado realmente sorprendente es que Hot1 puede 
interaccionar consigo mismo, tanto en ausencia de ED5, como del dominio de unión al 
DNA (IP carreras 3 y 4 respectivamente), lo que significa que estas regiones no son 
esenciales para la dimerización. 
 
Figura 4.9. Hot1 puede interaccionar consigo mismo en ausencia de su dominio C-terminal 
(610-719) y de ED5, sugiriendo que no necesita ser un dímero para unir el DNA. Se llevaron a 
cabo experimentos de coinmunoprecipitación con cepas derivadas de la FY86 que expresan la copia 
genómica de HOT1 etiquetada con TAP y diversas variantes del plásmido pRS313-HOT1 (wt (2), 
ΔDBD (3), ΔED5(4)) etiquetado con HA. Como control del experimento se utilizó una cepa sin la 
copia genómica etiquetada y con el plásmido pRS313-HOTwt (1). El anticuerpo α-PAP fue utilizado 
para detectar el Hot1-TAP precipitado y el anticuerpo α- HA peroxidasa para detectar el Hot1-HA 
coinmuniprecipitado. PT hace referencia a extractos totales de proteína (misma cantidad de proteína 
total) mientras que IP se refiere a la fracción retenida después de la elución de la fracción 
inmunoprecipitada.  
En cualquier caso, la pregunta realmente interesante sería si Hot1 necesita ser un 
dímero para ser funcional. En relación con esto, y a la vista de la información recopilada, 
sólo podemos responder que no necesita estar activado para formar dímeros (Figura 3.2.9), 
ya que en ausencia de estrés, y por tanto, sin interaccionar con Hog1, es capaz de 
interaccionar consigo mismo (puede que incluso más que en condiciones de estrés). 
También podemos deducir, aunque de un modo más indirecto, en base a los resultados de la 
Figura 4.9 y al carácter necesario y suficiente de la región entre 610-719 para la unión al 







DNA de Hot1, que este factor puede unir el DNA en forma de monómero. Este hecho, sin 
embargo, no implica en absoluto descartar que también pueda hacerlo como dímero. De 
hecho, sería interesante realizar experimentos de CoIP sólo con el fragmento de unión al 
DNA (610-719), para ver si es suficiente para dimerizar o no, ya que, como muestra la 
Figura 4.9, no es imprescindible Hot1 completo para formar dichas asociaciones. También 
se podrían llevar a cabo experimentos de entrecruzamiento con DNA utilizando diferentes 
versiones de Hot1 (proteína completa, diferentes truncados y dominio de unión al DNA). 
Este tipo de ensayo permitiría, en caso de confirmar la unión del factor transcripcional al 
DNA en forma de dímero, establecer la región responsable de la adopción de dicha 
estructura. En cualquier caso, el estudio de la posible dimerización entraña una notable 
comlejidad, y sería un trabajo aparte de los Capítulos presentados en esta Tesis, que 
aportaría nuevas perspectivas al estudio de la funcionalidad del factor transcripcional. 
Con todo, y como queda resumido en la Figura 4.10, los resultados presentados en 
esta Tesis en los Capítulos 2 y 3 permiten hacer un análisis exhaustivo sobre los distintos 
módulos del factor transcripcional Hot1, demuestran por primera vez la región responsable 
de unión el DNA, y descubren nuevos elementos de secuencia necesarios para su activación 
y funcionalidad en la respuesta a estrés. 
 
 
Figura 4.10. Representación esquemática de los elementos de secuencia esenciales para la 
funcionalidad de Hot1 y de los distintos módulos del factor transcripcional descritos en este 
trabajo. Se indica la posición de los mismos dentro de la proteína y la información más relevante 
descrita en esta Tesis acerca los mismos. 







Estudio de la secuencia de unión al DNA reconocida por Hot1 
En el Capítulo 3 se realiza un análisis in silico de los promotores de los genes 
regulados por Hot1 para hallar posibles secuencias consenso (Tabla 3.3.2). Se demuestra, 
mediante ensayos in vitro (EMSA) e in vivo (Un-Híbrido haciendo uso del gen reportero 
HIS3 en ensayos de crecimiento en placa con 3AT 1mM) que Hot1 puede unir la secuencia 
GGGACAAA, situada en posición -173 en el promotor del gen STL1. Esta secuencia no se 
encuentra en todos los otros genes regulados por el factor transcripcional, pero sí en GPD1 
(-247) y GPP2/HOR2 (-450). Curiosamente, estos son los genes (denominados del Gupo 1, 
Tabla 3.3.3 y Figura 3.3.2) en los que mediante ChIP se detecta mayor unión de Hot1, que 
además, puede reconocer sus promotores también en ausencia de estrés osmótico. Otro de 
los genes controlados por Hot1 y ampliamente analizado en este trabajo, el gen 
HGI1/YHR087W, no presenta en su promotor esta secuencia, pero, en posición -318 
contiene una muy similar, GGGACAA. Ensayos de competencia en retardo en gel llevados 
a cabo in vitro demuestran que Hot1 también es capaz de unir este elemento (Figura 3.3.3), 
pero no otra posible secuencia consenso (de acuerdo con los análisis bioinformáticos), 
AGAATAAA, situada en una posición cercana en este promotor. El hecho de que, in vivo, 
mediante los ensayos de Un-Híbrido no se observe unión a la secuencia GGGACAA 
(Figura 3.3.3), que además está incluida en la presente en STL1, GGGACAAA, puede ser 
debido a diferencias de afinidad. Si, tal como se demuestra en este capítulo, Hot1 puede 
unir la secuencia de STL1 con mayor afinidad que la de HGI1 (Figura 3.3.5) es posible que 
las condiciones del ensayo de Un-Híbrido con gen reportero HIS3 sean demasiado estrictas 
para detectar esta unión, incluyendo la presencia de estrés osmótico requerida para que 
Hot1 se una al promotor de HGI1.  
Una de las aportaciones más interesantes de este trabajo es ver cómo las 
variaciones en la secuencia UAS de Hot1 GGGACAAA determinan las particularidades de 
unión del factor transcripcional al promotor de cada gen en los ensayos in vivo de 
inmunoprecipitación de la cromatina. Hot1 sólo puede unirse en ausencia de estrés en los 
genes que poseen la secuencia completa y la unión a estos genes, clasificados como 
Grupo1, es siempre mayor que al resto. En ese sentido, los genes del Grupo 2, que tienen la 
secuencia GGGACAA, incluida en la anterior, pero que Hot1 une con menos afinidad, 
presentan niveles de unión inferiores a los del Grupo 1, pero significativamente aún 







bastante altos (aunque Hot1 sólo los puede unir en presencia de estrés) con respecto a los 
genes del Grupo 3, que presentan dos cambios de nucleótidos con respecto a la original. 
Este tercer grupo de genes, aunque estén regulados por Hot1 según los resultados de las 
micromatrices realizadas para estos experimentos (Tabla 3.3.1), presentan niveles muy 
bajos de unión del factor transcripcional (Figura 3.3.2 Panel B). Es importante señalar, sin 
embargo, que estamos analizando la capacidad de unión de Hot1 en función de la secuencia 
consenso que reconoce, y que esto, no está inexorablemente unido al nivel de expresión de 
cada gen, que puede estar influido por la unión de otros factores transcripcionales a otros 
elementos del promotor. Así, entre los genes regulados total o parcialmente por Hot1 y 
Hog1, STL1 y HGI1 son los que presentan mayores niveles de expresión (Capaldi y col., 
2008; Cook and O’Shea 2012; Bai y col., 2015). Pero hay que tener en cuenta que en todos 
los genes considerados, a excepción de STL1, otros factores transcripcionales (Msn1, Sko1, 
Msn2/4, etc.) participan en el control de su expresión. En cualquier caso, los resultados 
mostrados en la Figura 3.3.5, en donde se compara la expresión del gen lacZ bajo el control 
del promotor completo de HGI1 y de su variante mutada por introducción de “A” a su 
secuencia GGGACAA para tener la UAS completa de STL1 en el contexto de dicho 
promotor (Stl1-Like), demuestran que, efectivamente, la secuencia determina las 
peculiaridades de unión de Hot1 a los genes que regula. 
Es también interesante comentar que hay varias evidencias que apoyan la propuesta 
de la secuencia GGGACAAA como UAS de Hot1. En primer lugar, este elemento presenta 
cierta similitud al reconocido por el factor transcripcional Msn1 (Fordyce y col., 2010), y el 
dominio de unión al DNA de Hot1 también presenta homología de secuencia al de este 
factor transcricional (Figura 3.3.1). Estas similitudes en las propiedades relacionadas con la 
unión al DNA explicarían la redundancia funcional propuesta entre Hot1 y Msn1 (Rep y 
col., 1999b). El hecho que la secuencia descrita en este trabajo sea consistente con la 
propuesta por Cook and O’Shea en 2012 refuerza también nuestros resultados.  
Por todo ello quizás, el mayor punto de discusión radica en el recientemente 
publicado trabajo de Bai y col. (2015) en el que identifican un nuevo elemento de secuencia 
(HoRe, Hog1-Responsive Element) en el promotor de STL1 entre las posiciones  -654 y -
626, que es necesario para la activación del gen en condiciones de osmoestrés de forma 
dependiente de Hot1 y Hog1. Este elemento sería reconocido por Hot1 in vitro, y contiene 







la secuencia CATTTGGC repetida dos veces en su interior. Es importante mencionar que el 
cebador utilizado por estos investigadores para el ensayo de retardo en gel (Figura 4.11), 
contiene la secuencia TTTGGCCC, cuya complementaria sólo difiere de un nucleótido de 
la sugerida en este trabajo como UAS del factor transcripcional.  
 
Figura 4.11. Secuencia del oligonucleótido utilizado en el trabajo de Bai y col. (2015) para los 
ensayos de EMSA. Se indica en color rosa la secuencia que plantean como candidata a ser 
reconocida por Hot1, repetida dos veces y una tercera vez con la variación de dos nucleótidos (azul). 
Dentro de este oligo se encuentra la secuencia planteada en este trabajo como UAS de Hot1, con una 
sola discrepancia (rojo), lo que explicaría que observe union in vitro y que se pierda dicha unión al 
mutar las posiciones indicadas con puntos en la Figura, lo que supondría un total de 3 diferencias 
con la secuencia consenso propuesta en este trabajo. Adaptado de Bai y col. (2015). 
Como el elemento HoRe sólo se encuentra en STL1, y la transcripción de este gen 
es nula en un mutante Δhot1, los autores de este artículo proponen que este es el único gen 
que estaría críticamente regulado por Hot1, siendo muy poca la influencia del factor 
transcripcional sobre el resto de sus genes diana. Sin embargo, como se ha discutido 
anteriormente, son numerosos los estudios que muestran un efecto de dicho factor 
transcripcional en la expresión de otros genes (Figura 4.6, Figura 3.1.2)  identificados en 
estudios de diversos autores y también es un hecho repetidamente demostrado que Hot1 
puede además unirse al promotor de algunos de ellos (Rep y col., 1999b; Alepuz y col., 
2001; Alepuz y col., 2003; Capaldi y col., 2008; Gomar-Alba 2012; Cook and O’Shea 
2012; Gomar-Alba y col., 2013 Figura 3.3.2). Ensayos de ChIP realizados en estos trabajos 
demuestran que Hot1 puede unir CTT1, GPD1, HSP12 y HGI1, y también STL1, en 
regiones situadas entre -100 y -400, es decir, no tan alejadas como las que incluyen el 
elemento HoRe (-600 a -800), por lo que es esperable pensar que reconozca alguna 
secuencia concreta y común, como la planteada en este trabajo, para su unión. Por ello, 
quizás el resultado más contradictorio de nuestros resultados con el publicado por Bai y col. 
(2015) sea que no detecten mediante ensayos de β-galactosidasa ninguna unión en la región 
entre -583 y -1 del promotor de STL1.  
Nos parecio de fundamental importancia demostrar, por tanto, que el elemento 
GGGACAAA era necesario para la unión de Hot1 y la expresión de sus genes diana, por lo 







que se utilizó un plásmido multicopia (YEp358R) que contiene el gen lacZ bajo el control 
del promotor completo (-825 a +4) de STL1 (Alepuz y col., 2003) y su correspondiente 
versión mutada (STL1ΔUAS) en la que se deleciona mediante mutagénesis dirigida la 
secuencia GGGACAAA (presente en -173) para realizar ensayos β-galactosidasa. El 
resultado obtenido (Figura 4.12) demuestra que sin los 8 nucleótidos de la UAS de Hot1, la 
expresión del gen reportero lacZ se reduce al menos a la mitad, en los distintos tiempos tras 
aplicar estrés osmótico (NaCl 0.9M).  
 
Figura 4.12. La secuencia GGGACAAA es necesaria para la activación transcripcional 
mediada por Hot1. Una cepa que expresa la copia silvestre de Hot1 fue transformada con el 
plásmido multicopia YEP358R, que contiene el gen reportero lacZ bajo el control del promotor 
completo (-825 a +4) de STL1 (wild type) o su correspondiente versión mutada en la que se 
delecionó la secuencia GGGACAAA (STL1ΔUAS). Células en fase exponencial (OD600 = 1) fueron 
sometidas a estrés osmótico (NaCl 0.9M) y se recogieron a los tiempos indicados en la Figura. Se 
realizaron ensayos β-galactosidasa, tal y como se describe en Materiales y Métodos de Gomar-Alba 
y col. (2013). Los experimentos se llevaron a cabo, al menos, por triplicado; se muestra el rango de 
desviación estándar de los datos. 
Este resultado es de fundamental importancia, ya que se aporta la evidencia directa 
de que solamente delecionando esa pequeña secuencia, se reduce a la mitad la expresión del 
gen reportero. El hecho de que no se anule completamente, sugiere que Hot1 se puede estar 
uniendo a otras regiones, presumiblemente a secuencias presentes en el promotor que sólo 
presentan un cambio con respecto a la consenso (Figura 3.3.4), entre las cuales estaría la ya 







comentada presente en el HoRE. Actualmente tratamos de realizar un ensayo de ChIP, 
similar al mostrado en la Figura 3.3.5,  haciendo uso de estos plásmidos para demostrar que 
delecionando GGGACAAA se afecta directamente a la unión de Hot1. 
Finalmente hay otro punto interesante a comentar sobre la secuencia de 
reconocimiento de Hot1, y es que, tal como se muestra en la Figura 3.3.4, muchas veces se 
encuentra repetida (la misma o con un cambio de nucleótido) en el promotor de los genes 
diana en posiciones cercanas. Esto nos remite otra vez a la estructura del dominio de unión 
al DNA de Hot1, y a la posibilidad de que forme dímeros que reconozcan estas secuencias 
cercanas. Por otro lado, el dominio de unión de Gcr1 podría contener un dominio hélice-
vuelta-hélice en posición -784 a -803. (Baker, 1986). Un estudio más reciente (Krantz y 
col., 2006) de la región homóloga de Hot1, es decir, del ahora descrito como dominio de 
unión al DNA, revela que se podría plegar en cuatro hélices de nueve residuos (hélices 1-3) 
y quince residuos (hélice 4). Esto podría permitir la configuración en dos motivos hélice-
vuelta-hélice que estarían separados por una región de aminoácidos básicos y también 
podría explicar que, aun uniéndose como monómero, Hot1 pudiera reconocer repeticiones 
en secuencias cercanas. 
 
Genes regulados por Hot1 
Del análisis de las micromatrices realizadas con la cepa Δhot1 en el Capítulo 3, se 
obtiene una serie de genes que están regulados, al menos parcialmente, por el factor 
transcripcional Hot1. Como ya se ha comentado en esta discusión, es realmente interesante 
observar las particularidades de regulación que presentan cada uno, determinadas, por 
ejemplo por la secuencia consenso presente en sus promotores, y las peculiaridades de 
unión de Hot1 que esto implica. Entre ellos, están los genes utilizados como modelo a lo 
largo de este trabajo, HGI1 y STL1, de los que ya se ha comentado también las 
características que presentan en cuanto a su regulación.  
Uno de los aspectos más interesantes observados, y del cual ya existía bibliografía 
previa, es que Hot1 puede unir los promotores de STL1, GPD1 y GPP2 en ausencia de 
estrés (genes del Grupo1). Esto implica que Hot1, sin ser activado por osmoestrés, y por 







tanto, de forma independiente de Hog1, puede unir el DNA, y en niveles elevados (Figura 
3.3.2). En estos genes (al menos en GPD1 y STL1, no hay datos publicados sobre GPP2), 
en una cepa Δhog1, Hot1 está situado en el promotor, mientras que en una cepa Δhot1 
Hog1 no puede ser reclutado al mismo (Alepuz y col., 2001; Alepuz y col., 2003; Gomar-
Alba y col., 2013). Estas observaciones nos llevan a concluir que en los genes del Grupo 1, 
Hot1 previamente unido dirige y recluta Hog1 al promotor en respuesta a estrés.  
En los genes de los Grupos 2 y 3 (CTT1, HSP12, HGI1, entre otros), por el 
contrario, Hot1 no puede unirse en ausencia de estrés, y necesita la presencia de Hog1 para 
ser reclutado. Tal como se muestra en el Capítulo 1 (Gomar-Alba y col., 2012), en una cepa 
Δhog1, Hot1 no puede reconocer el promotor de HGI1, y lo mismo ocurre con CTT1 y 
HSP12 (Alepuz y col., 2001). Consistentemente con todo ello, en una cepa Δhot1 Hog1 
puede unirse al promotor de estos genes, aunque en niveles más bajos que en una cepa 
silvestre, lo que sugiere que Hot1 no es imprescindible, aunque participa, en el 
reclutamiento de Hog1 a los promotores de los genes del Grupo 2 y 3 (Alepuz y col., 2001; 
Gomar-Alba y col., 2013). En el caso de CTT1 y HSP12, el reclutamiento de Hog1 se 
pierde en el mutante Δmsn2/4 (Alepuz y col., 2001). 
Estas consideraciones tienen gran interés porque, por primera vez, se puede 
observar una relación entre estas series de datos, pudiendo clasificar los genes regulados 
por Hot1 como más o menos dependientes de la interacción (y por tanto activación) 
mediada por Hog1. Por eso, en el caso de STL1, en el mutante hot1ΔKR4 aun se observa un 
cierto nivel de expresión, y por tanto de transcritos, sobre todo a tiempos cortos, debido a la 
asociación de Hot1 en el promotor independientemente de la presencia de Hog1, mientras 
que en HGI1, el perfil de dicho mutante es idéntico al del Δhot1, pues es completamente 
dependiente de la interacción con Hog1 para además de ser activado, reclutarlo (Figura 
3.2.6). Con todo, no hay que olvidar que, finalmente, siempre es necesaria la presencia de 
la MAPK para que se expresen estos genes (incluido STL1), pues participa, entre otros 
aspectos, en el reclutamiento de la RNApolII y la maquinaria de inicio de la transcripción 
(Alepuz y col., 2003; Cook y O’Shea, 2012; Nadal-Ribelles y col., 2012), y tal como se ha 
explicado con anterioridad, la actividad transactivadora de Hot1 es dependiente de la 
activación por estrés y la interacción con Hog1.   







En el Capítulo 3 de esta Tesis se aportan, por tanto, importantes resultados sobre la 
secuencia reconocida por Hot1 y las particularidades de unión y regulación a sus genes 
diana, todos ellos fundamentales en la respuesta adaptativa a la situación adversa de 
osmoestrés. 
 
Estudio de las interacciones físicas del factor transcripcional Hot1 
En el último Capítulo referente al estudio de Hot1 de esta Tesis (Capítulo 4), se 
analizan las interacciones físicas en las que participa el factor transcripcional, más allá de 
las tan importantes, ya descritas, interacciones Hog1-Hot1 y Hot1-Hot1. 
Este estudio está focalizado en las interacciones en que participa Hot1 
principalmente después de su activación por estrés osmótico causado por glucosa (10 
minutos en presencia de concentraciones de este azúcar de 20%, p/v). Se eligió esta 
condición particular porque, tal como se discute en el Capítulo 5 de esta Tesis, diversas 
evidencias sugieren que bajo esta condición de estrés hay una reprogramación de la 
expresión génica dependiente de Hog1 hacia los genes regulados por Hot1 y Sko1 (Capaldi 
y col., 2008 y diversos resultados presentados en este estudio, Gomar-Alba y col., 2015, 
Figuras 3.5.2 y 3.5.3) debido al menor papel de Msn2/4, causado por la disponibilidad de 
nutrientes en el medio de crecimiento y la activación de la vía PKA. El estudio se ha 
centrado en las interacciones que tienen lugar tras la activación de Hot1 debido a que 
aquéllas que suceden anteriormente (entre ellas la interacción con Hog1) y están 
relacionadas con quinasas o fosfatasas que regulen su actividad son muy rápidas y 
transitorias y difíciles de detectar en una purificación a gran escala como la llevada a cabo 
en el método TAP. Por otro lado, el mismo análisis se realizó en condiciones de no estrés, 
en un cultivo con células en crecimiento exponencial, y los resultados obtenidos (Tabla 
3.4.1) muestran que, sin estrés, Hot1 interacciona con muy pocas proteínas y que, una vez 
activado, se incrementa el número de interacciones en las que participa, aunque, 
seguramente debido al papel de Hot1 como factor transcripcional, siguen sin aparecer 
demasiadas proteínas candidatas a interaccionar con dicha proteína. 
Los resultados del TAP muestran que Hot1 interaccionaría con alguna proteínas 







implicadas en la elongación transcripcional, como Rpb6, Sub1 y Spt5. La interacción con 
las dos primeras ha sido confirmada por CoIP (Figura 3.4.1) y son coherentes con algunos 
estudios previos. Así, Constanzo y col. (2010) habían sugerido una interacción de Hot1 con 
la subunidad grande de la polimerasa. Por otro lado, el trabajo realizado por García y col. 
(2012) demostró la existencia de interacción entre el co-activador transcripcional Sub1 y el 
factor de elongación Spt5, lo que sugiere que las tres proteínas, Sub1-Hot1-Spt5 pueden 
interaccionar entre ellas, en genes de respuesta a estrés. El hecho de que Hot1 presente, 
además, interacciones genéticas con Sub1, Spt4 y Spt5 (Figura 3.4.5) en ensayos de 
crecimiento en placa con 6-AU refuerza la vinculación del factor transcripcional con el 
complejo de elongación Spt4/5.  
Como se ha comentado anteriormente, aunque ambos procesos son dependientes de 
Hog1, la presencia de Hot1 en los promotores de genes de respuesta a estrés es necesaria 
para el reclutamiento tanto de la maquinaria transcripcional como de la RNApolII (Alepuz 
y col., 2003). Si bien en los genes no completamente dependientes de Hot1 para su 
expresión es posible detectar polimerasa unida en el mutante Δhot1, en aquellos que, como 
STL1, son totalmente dependientes del factor, en dicho mutante, Rpb1 no es reclutada al 
promotor (Figura 3.2.7). Todo esto sugiere que es coherente pensar que Hot1 interaccione 
con la polimerasa y con algunos elementos de la maquinaria de inicio y elongación 
transcripcional. Esta posibilidad aparece reforzada por los resultados de los análisis de 
inmunoprecipitación de la cromatina que indican que Hot1 se puede localizar dentro de la 
ORF más allá de la región promotora de los genes que regula (Figura 3.4.4). No obstante, 
tal como muestra la Figura 3.4.4 Panel D, el posicionamiento en la región 5’ y central de la 
ORF disminuye mucho y se reduce ya a un 20% en la región 5’ de la ORF cuando se 
compara con el promotor. Todos estos datos sugieren que, aunque Hot1 pueda tener un 
papel más allá del inicio de la transcripción, no parece probable que viaje junto a la 
RNApolII y el resto de maquinaria de elongación a lo largo de genes de respuesta a estrés, 
como ha sido descrito, por ejemplo, para la MAPK Hog1 (Proft y col., 2006; de Nadal y 
Posas, 2011). 
Respecto a las interacciones detectadas en este trabajo, probablemente la que 
presenta un mayor interés es la vinculada a Sub1. Se trata de un activador transcripcional 
que facilita la elongación y procesamiento en 3’ del mRNA a través de factores que 







modifican la polimerasa (Henry y col., 1996; Knaus y col., 1996; Calvo y Manley, 2001; 
He y col., 2003; Sikorski y col., 2011; García y col., 2012). En este trabajo se demuestra, en 
el caso de STL1, que la entrada de Sub1 a los promotores es totalmente dependiente de la 
presencia de Hot1. Con respecto a HGI1, en el mutante Δhot1 disminuye mucho el 
reclutamiento de Sub1 a la región promotora, aunque sigue habiendo proteína unida, debido 
seguramente a otros factores transcripcionales que también ejercen la función de 
direccionamiento de la RNA polimerasa II, y mantienen, aunque en menores niveles, la 
expresión del gen. Es importante destacar que esta dependencia Sub1-Hot1 se mantiene a lo 
largo de toda la ORF de STL1 (Figura 4.13) aunque no tiene sentido indagar en las 
repercusiones que esto tiene en la expresión génica, debido a que en ausencia de Hot1 no 
hay reclutamiento de la polimerasa ni transcripción de STL1.  
 
Figura 4.13. Asociación de Sub1 a diferentes regiones de STL1 en una cepa silvestre (FY86) y 
en el mutante Δhot1, en condiciones de osmoestrés. La Figura muestra la ocupación del 
coactivador Sub1 en las regiones del gen STL1 indicadas en el esquema, determinada mediante 
experimentos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). En el mutante Δhot1, Sub1 no puede 
unir ninguna de las regiones consideradas. El experimento se realizó con células en fase exponencial 
que fueron transferidas a YPD (control), YP20 (osmoestrés por glucosa al 20% (p/v)) o YPNaCl 
(osmoestrés por NaCl 0.6M) durante 20 minutos. La técnica de ChIP se realizó como se describe en 
Materiales y Métodos del Capítulo 4 de esta Tesis, y para la inmunoprecipitación, se usó el 
anticuerpo α-HA 3F10 de Roche. 
Contrariamente, la ausencia de Sub1 sólo afecta muy ligeramente a la disminución 
de unión de Hot1 (Figura 3.4.3) lo que implica una menor, aunque relevante, expresión del 
gen. Esto hecho evidencia, de nuevo, el papel clave de Hot1 como factor principal en el 
reclutamiento del resto de elementos de la maquinaria transcripcional en la respuesta a 







estrés hiperosmótico causado por elevadas concentraciones de glucosa, independientemente 
del papel que pueda tener posteriormente, en la fase de elongación temprana de la 
transcripción. Con todo, los resultados de los análisis de ChIP apoyan la interacción 
descrita en el Capítulo 4 entre Sub1-Hot1, también reforzada por las interacciones genéticas 
detectadas entre ambas proteínas (Figura 3.4.5) y por su patrón de asociación similar a la 
cromatina a través de la región codificante de los genes hasta 3’ (Figura 3.4.4), aunque la 
asociación de Hot1 sea mucho mayor en las regiones promotoras y de inicio de la ORF. 
Es también interesante destacar que se ha sugerido (Rosonina y col., 2009) un papel 
de Sub1 en la regulación de genes en condiciones de osmoestrés, aunque, los niveles de 
mRNA de los genes que controlaría en estas condiciones (ALD3, STL1, GPD1, CTT1, 
HSP12 y HSP26) no se ven muy afectados en el mutante Δsub1. Los resultados presentados 
en este trabajo, con respecto a los genes STL1 y HGI1, apuntan en la misma dirección, 
puesto que  sólo se observa una ligera disminución en sus niveles de transcrito con respecto 
a la silvestre y una reducción del 20% aproximadamente en el reclutamiento de la 
RNApolII. La implicación de la interacción Hot1-Sub1 parece estar, por tanto, explicada 
por la necesidad de la presencia previa en el promotor de Hot1 para reclutar a Sub1, siendo 
el coactivador necesario para el total reclutamiento de Hot1 a esta región, y por tanto, de la 
RNApolII, para asegurar niveles óptimos de transcrito. 
Los resultados del TAP realizado en este trabajo también sugieren que Hot1 podría 
interaccionar en respuesta a estrés con proteínas relacionadas con el proceso de 
exportación, como Sub2, Dbp5, Yrb1, Pbp1, Pbp4, Yra1 y Pab1. Dada la distribución de 
ocupación del factor transcripcional a lo largo de la ORF, con una presencia casi inexistente 
en 3’, es difícil aportar pruebas que puedan explicar estas interacciones, más allá de la 
interacción entre Hot1 y Pab1, confirmada por coinmunoprecipitación, y de la conocida 
simultaneidad de las distintas etapas del proceso de expresión génica.  
Finalmente, hay otro tipo de interacciones que son foco de estudio en este trabajo, 
interacciones muy rápidas y transitorias que no pueden ser detectadas por la metodología 
del Tandem Affinity Purification, pero que pueden ser importantes en la regulación del 
factor transcripcional. Son las ejercidas por quinasas y fosfatasas, aunque el estudio de 
estas últimas no se aborda directamente en este trabajo. A lo largo de esta Tesis se ha 







discutido ampliamente sobre la importancia de la interacción Hog1-Hot1, para poder tener 
un Hot1 activado y funcional, a pesar de que la fosforilación ejercida por la MAPK no es 
necesaria para el reclutamiento de la RNApolII ni tampoco, por tanto, para la expresión de 
los genes diana. Otra quinasa que parece regular a Hot1 es CK2. Varios autores han 
descrito interacciones físicas entre Hot1 y las cuatro subunidades de la quinasa CK2 (Ho y 
col., 2002; Gavin y col., 2006; Collins y col., 2007; Breitkrentz y col., 2010). Además, 
recientemente, se ha descrito que esta quinasa participaría en la regulación de Hot1 (Burns 
y Wente, 2014), a través de su fosforilación e inhibición en condiciones de osmoestrés. 
Los resultados obtenidos en el Capítulo 4 referentes a CK2 son coherentes, y hasta 
cierto punto complementarios a los presentados por estos autores. Nosotros no detectamos 
en los mutantes Δcka1 y Δcka2 (Figura 3.4.2) la reducción en la fosforilación de Hot1 
observada por Burns y Wente (2014), aunque hay que destacar que ellos sólo la encuentran 
en el doble mutante Δhog1 Δcka2, y no en el simple Δcka2. En este sentido, en la Figura 
3.4.2 se muestra claramente que en condiciones de no estrés Hot1 se encuentra fosforilado 
en los mutantes Δcka1 y Δcka2, por lo que, de algún modo, CK2 debe estar implicada en la 
desfosforilación del factor transcripcional en ausencia de estrés. Este hecho no es detectado 
por dichos autores, pero sí es coherente con sus resultados, pues en el mutante Δcka2 
observan mayor unión de Hot1 al promotor de los genes que regula (STL1 y GPD1) en 
estas condiciones, sugiriendo que CK2 reprime Hot1 en condiciones de no estrés. Nuestros 
datos sugieren que esta regulación en condiciones fisiológicas podría ser mediada por 
alguna fosfatasa que estuviera controlada por CK2. 
Algunos análisis globales han permitido encontrar otras quinasas candidatas a 
interaccionar con Hot1: Rim11, Kcs1 (Bandyopadhyay y col., 2010) y Ssk2 (Rep y col., 
1999b). Pero en los resultados mostrados en la Figura 3.4.2 no parece que afecten a la 
fosforilación del factor transcripcional. Lo mismo sucede con las fosfatasas Gpp1/2 que, 
según los resultados del TAP (Tabla 3.4.1), podrían interaccionar con Hot1 tanto en 
condiciones de estrés como en ausencia del mismo. Estos resultados no descartan 
directamente que puedan tener algún papel en las modificaciones post-transcripcionales de 
Hot1, pues, tal como ocurría en CK2 en presencia de estrés, puede que sea necesario 
realizar el ensayo con dobles mutantes para observar cambios en la fosforilación de Hot1. 








 Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral hemos profundizado en algunos 
aspectos relacionados con la respuesta a estrés hiperosmótico, particularmente al causado 
por elevadas concentraciones de glucosa. De este modo hemos podido avanzar en el 
conocimiento de la función, relacionada con la traducción de transcritos particulares, de 
uno de los genes cuya expresión experimenta un fuerte incremento en dichas condiciones, 
YHR087W/HGI1. Por otro lado hemos profundizando en el conocimiento del factor 
transcripcional Hot1 entendiendo mejor cómo interacciona con la MAPK Hog1 y con el 
DNA. Además se han identificado interacciones que no se habían descrito previamente con 
el factor Sub1 y con el complejo de elongación Spt4/5. Aunque todavía existen muchos 
aspectos desconocidos, en la Figura 4.14 se intenta plasmar la visión que este trabajo aporta 
acerca de cómo, en diferentes condiciones de estrés osmótico, pero concretamente en el 
causado por glucosa, Hot1 contribuiría al control de la expresión de los genes diana 
contemplados en este trabajo: STL1 y HGI1. 
 
Figura 4.14. Modelización de algunos de los principales resultados aportados en los distintos 
estudios realizados en esta Tesis acerca del control de Hot1 sobre la expresión de sus genes 























































En los anteriores apartados, se han presentado y discutido los resultados obtenidos 
a lo largo de esta Tesis Doctoral. A continuación, se exponen las principales conclusiones 
que derivan de este trabajo. 
 
1.- El gen YHR087W/HGI1 se induce en condiciones de estrés causado por choque 
térmico y, más significativamente, por estrés osmótico provocado por altas concentraciones 
de glucosa. La regulación de la expresión del gen es distinta en cada caso, siendo Hot1 y 
Sko1 los efectores principales en caso de osmoestrés, y Msn2/4 en choque térmico. 
También presenta interacciones genéticas diferenciales en una u otra condición, habiéndose 
demostrado una supresión parcial del fenotipo deletéreo del mutante Δbcy1 en el doble 
mutante Δbcy1Δhgi1 en condiciones de estrés debido a altas temperaturas.  
 
2.- En condiciones de osmoestrés por alta glucosa, la unión de Hot1 al promotor de 
HGI1 es dependiente de la presencia de Hog1, tal como sucede en algunos otros genes 
regulados por Hot1, como CTT1 y HSP12. La alta y mantenida expresión de HGI1 (de 20 
minutos a más de 2 horas) en estas condiciones hace de este gen un buen modelo para el 
estudio de otros regulados parcialmente por el factor transcripcional de respuesta a 
osmoestrés Hot1, siendo el complemento perfecto del gen STL1, controlado exclusivamente 
por dicho factor transcripcional. 
 
3.- Hgi1 interacciona físicamente con proteínas implicadas en el proceso de (inicio) 
de la traducción, como Cdc33, Tif32 y Tif4631, y además se purifica con la fracción 
ribosomal, indicando que también se asocia (al menos parcialmente) con los ribosomas. El 
mutante Δhgi1 presenta sensibilidad a cicloheximida y de forma débil a higromicina, al 
igual que otros muchos mutantes implicados en distintas etapas del proceso de traducción. 










4.- El mutante Δhgi1 presenta una recuperación de la traducción general en 
respuesta a estrés osmótico más lenta que la cepa silvestre, debido a los defectos en la 
traducción de mensajeros concretos de respuesta a estrés, como GPD1, HSP104 y HSP78, 
lo que explica que el mutante presente niveles inferiores de proteína, al menos en los dos 
últimos casos. Se atribuye, por primera vez, una funcionalidad a Hgi1 relacionada con la 
respuesta a estrés en la traducción de mensajeros específicos. 
 
5.- La interacción con la MAPK Hog1 (y no la fosforilación por la misma) es el 
punto clave para activar al factor transcripcional de respuesta a osmoestrés Hot1. El 
docking site de la quinasa está situado en las posiciones 381-385 y comprende los residuos 
básicos KRRRR. Otro elemento clave para que Hot1 sea funcional son los aminoácidos 
ácidos EDDDDD situados en posición 541-546, cuya deleción impide la unión de Hot1 a 
los promotores de los genes que regula. No se puede descartar que el dominio ED5 esté 
también implicado en la actividad transactivadora del factor transcripcional. Los elementos 
KR4 y ED5 de Hot1 son necesarios para la funcionalidad de la proteína y, sin ellos, la 
expresión de los genes diana del factor transcripcional es la misma que en el mutante por 
deleción Δhot1. Ambos elementos se requieren para la adquisición de osmotolerancia 
dependiente de Hot1 y KR4, además, es necesario para la integridad de la ruta HOG. 
 
6.- Aunque sin ED5 Hot1 no puede unir sus promotores diana, el motivo de unión 
al DNA de Hot1 está situado en la parte carboxi-terminal de la proteína, abarcando los 
residuos 610-710. Esta región, que no incluyen ED5, es capaz de unir por si misma in vitro 
e in vivo secuencias diana en el DNA. 
 
7.- Hot1 regula la expresión de los genes de respuesta a estrés osmótico GPD1, 
DIA3, STL1, GPP2, SPI1, NQM1, HGI1, GRE1, CTT1 y HSP12. El análisis in silico de las 
secuencias de sus promotores revela una serie de posibles secuencias consenso candidatas a 
ser reconocidas por Hot1. De entre ellas, la secuencia GGGACAAA puede ser unida in 
vitro e in vivo por el factor transcripcional, por lo que se propone como UAS de Hot1. La 







unión diferencial de Hot1 a los promotores de los genes que regula viene determinada por 
las particularidades y variaciones de esta secuencia UAS consenso, de modo que cuando 
esta presente en forma íntegra, Hot1 se une en altos niveles y en ausencia de estrés al 
promotor (STL1, GPD1 y GPP2). Cuando está presente GGGACAA (HGI1, HSP12 y 
NQM1) sólo puede unirse en presencia de estrés, y en niveles más bajos que en la original. 
En promotores que contienen secuencias que se diferencian en dos posiciones de la UAS la 
capacidad de interacción de Hot1 es mucho menor. 
 
8.- Las secuencias GGGACAAA y GGGACAA se encuentran (considerando un 
cambio) repetidas dos veces y en posiciones cercanas dentro de los promotores de los genes 
diana de Hot1. Esto sugiere que Hot1 podría unirlas, bien mediante dos motivos hélice-
vuelta-hélice que serían la supuesta estructura (4 hélices) del dominio de unión al DNA o 
bien en forma de dímero. Hot1 puede interaccionar consigo mismo y formar dímeros, y ni 
el dominio ED5 ni el dominio de unión al DNA son imprescindibles para dimerizar. El 
hecho que sin la copia genómica los truncados de Hot1 posean mucha menos actividad 
transactivadora sugiere que Hot1 es un factor de transcripción atípico que no presenta una 
gran capacidad transactivadora, y refuerza la posibilidad que el dímero sea la forma 
funcional del factor transcripcional, aunque no se puede descartar que se una al DNA 
también como monómero. 
 
9.- Hot1 no solamente interacciona consigo mismo y con la MAPK Hog1, sino 
también con una serie de proteínas relacionadas con la elongación transcripcional, como 
Sub1, Spt5 y Rpb6. Hot1 también presenta interacciones genéticas con Sub1, Spt4 y Spt5, 
siendo en todos los casos el doble mutante más sensible a 6-AU. El reclutamiento de Sub1 
a los promotores de respuesta a estrés es dependiente de Hot1, y esta dependencia se 
mantiene también a lo largo de toda la ORF. La distribución de Hot1 y Sub1 a lo largo del 
gen STL1 es también parecida. Este dato, unido a las interacciones físicas y genéticas con el 
complejo Spt4/5, sugiere un papel para Hot1 más allá del inicio transcripcional, al menos 








10.- La quinasa CK2, que une y fosforila Hot1, tiene también un papel en su 
regulación en ausencia de estrés, pues en el mutante Δcka1 y Δcka2 Hot1 se muestra 
fosforilado en condiciones fisiológicas, lo que sugiere que CK2 determinaría, mediante su 
acción sobre una o varias fosfatasas, el estado no fosforilado del factor transcripcional en 
ausencia de estrés. 
 
11.- La respuesta a estrés osmótico específica causada por elevadas 
concentraciones de glucosa implica una mayor expresión del factor transcripcional Hot1, 
así como una regulación diferencial del mismo (orquestrada por Msn2/4 y Skn7) cuando se 
compara con el estrés equivalente causado por sal o sorbitol. Aunque, al igual que en las 
otras condiciones, Msn2/4 sigue siendo el factor transcripcional que regula la expresión de 
la mayoría de genes, lo hace de manera más parcial en osmoestrés por glucosa, condición 
en la que muestra una activación (entendida como fosforilación y localización nuclear) más 
transitoria. 
 
12.- La levadura S. cerevisiae sobreexpresa diferencialmente en condiciones de 
osmoestrés por alta glucosa genes implicados en la biosíntesis de la pared celular, lo que a 
nivel fisiológico repercute en un aumento de la presencia de quitina en este compartimiento 
y una menor resistencia a calcofluor white. Por el contrario, en presencia de sorbitol como 
osmolito aparecen diferencialmente sobreexpresados genes implicados en la biosíntesis y 
movilización de glucogéno, lo que se traduce en una mayor resistencia de las levaduras a la 
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